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Abstract of DEI 0106008 

Apparatus for performing polymerase chain 
reaction (PGR) includes a reaction chamber, 
designed to hold 1-500 micro 1 of fluid, and is 
made of a material (A) that is thermally, 
chemically and mechanically stable under 
PGR conditions. Apparatus for performing 
polymerase chain reaction (PGR) includes a 
reaction chamber, designed to hold 1-500 
micro I of fluid, and is made of a material (A) 
that is thermally, chemically and mechanically 
stable under PGR conditions. It comprises the 
chamber, defined by at least two internal 
surfaces; device for introducing PGR 
components into the chamber; device for 
removing PGR products from the chamber and 
device for controlling temperature in the 
chamber. Independent claims are also 
included for the following: (a) microreactor for 
amplifying DNA by PGR including a substrate 
(33) and covering plate (43) that, under PGR 
conditions, are stable and resist biological 
growth; (b) method for performing PGR, to 
amplify DNA in a sample, using a microreactor 
made of (A) and having one or more reaction 
chambers that hold 1-500 micro I of fluid; and 
(c) method for amplifying the amount of a 
specific DNA present in a small volume of 
sample fluid. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ PCR-Mikroreaktorzum Vermehren von DNA unter Verwendung von Mikromengeh eihes Probenfluids 
@ Eis wird ein Mikroreaktor (11) zum Ausfuhren der Poly- 

merase-Kettenregktion (PGR) bet der Vermehrung von 

DNA unter Verwendung von Mi'kromengen eines Proben- 
fluids geschaffen, Der Mikroreaktor ist eine Vorrichtungi 

die aus einer Reaktionszone, die durch zwei oder mehrere 

Innenoberflachen definiert ist und angepafSt ist, urn etvva 

1 bis 500 [i\ eines Fluids zu enthalten, einer Einrichtung 

zum Einbringen von PCR-Reaktionskomppnenten in die 

Reaktionszone, einer Einrichtung zum Entfernen des PGR- 

Reaktionsproduktes aus der Reaktionszone und einer Ein- 
richtung zum Steuern der Temperatur der Reaktionszone 

besteht, wobei die Vbrrichtung aus einem Material herge- 

stelltist das unter den Bedingungen, bei denen eine PGR- 

Reaktion durchgefuhrt wird, thermisch, chemisch und 

mechanisch stabil ist. Ein optimales Material ist Polyimid. 

Der Mikroreaktor kann mehr ais eine Reaktionszone ent- 
halten und kann zusatzlich andere Typen von Mikrostruk- 

turen und. Mikromerkmalen enthalten, wie z. B. Mikroka- 

nale, die bei chemischen und biochemischen Trennungen 

verwendet werden konnen. 
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Beschreibung 



Diese Erfindung bezieht sich allgemdn auf das Gebiet von miniaturisierten V^iricbtungen zum DurchfiUiiea chemi- 
scher und biochemischerProzesse und insbesondere beaeht sich dieselbe auf einen neuardgen Mito>reaktor zumDurch- 
5 fiihren einer DNS-Verstarfcung bzw. Vennehning unter Verwendung der Polymerase Kettenreaktiori'oder "PCR" (PCR = 
polymerase chain reaction). 

Bei einem Probenanalysegerat eigeben kleinere Abmessungen im allgemeinen eine verbesserte Leistungsfahigkeit- 
scharakteristik und gleichzeitig reduzierte Herstelluags- und Analysekosten. Mioiaturisierte lirennungssysteme liefem 
bdspielsweise einen effektiveren Sysliirtentwurf, ergeben einen geringeren Aufwand und ennoglichen eine erhohte 
10 Analysegeschwiridigkeit, einen v«ningert«i Proben- und Losungsmitteiverbrauch und die M5glichkeit einer erhohten 
EcfassungswirksamkeiL 

Dementsprechend sind mdffMe LSsungsansStze in Verbindung mit der Miniaturisierung von Vomchtung fiir eine Ver- 
wendung bei einer chemischen Analyse entwickelt worden, und zwar insbesondere bei der Mikrosaulenflussigkeitschro- 
matographie (uLC; pLC = micro cohiinn Uquid chromatograjAy), bei der SSulen mit Durchmessem von 100 bis 200 fim 
IS verwendet warden, bei der Kapillarelefctrophorese (CE; CE = capillary electrophoresis), bei der eine elektrophoretische 
Treniiung in Kapillaren mit einem Durchmesser in der GrSBenordnung von 25 bis 100 jim durchgefUhrt wird, und bei der 
Mikrokanalelektrophorese (MCE; MCE - microchannel electrophoresis), bei der eine Elektrophorese in einem Mikio- 
kanal auf einem im wesendichen planaren Substrat ausgefiihrt wird. Der heikommliche LQsungsansatz bei der Mimatu- 
risierungstechnologle, wie sie bei der CE und bei der pLC angewendet wird, umfaBt die \^«idung eines Silizium ert- 
20 haltenden Materials, d. h. eine KapiUare, die aus Quarzgut. (fused silica), Quarz oder Glas heigesteUt ist Bei der MCE, 
einem attraktiven Verfahren, das im Zusammenhang mit Anwendungen mit einem hohen Durchsatz nutzlich ist, und das 
eine Reduzierung der GesamtsystemgroBe relativ zu der CE ermogUcht, sind miniaturisierte \fomchtung durch SiUzium- 
mikiobearbeitung oder Lithographietechniken, z-B. der Mikrolithographie, dem Formen und dem Atzen. heigesteUt 
worden. Siehe hierzu beispielsweise Fan et aL (1994) AnaL Chem. 66(1): 177-184; Manz et al., (1993) Adv. in Chrom. 
25 33- 1-66- Harrison et aL (1993), Sens. Actuators, B B.0(2): 107-116; Maniz et al. (1991). TVends Anal. Chem. 
10(5)- 144^149; und Manz et aL (1990) Sensors and Actuators B (Chemical) B 1(1-6): 249-255. Die Verwendung von 
Mikrobearbeitungstechniken, um miniaturisierte Ttennungssysteme in Silizium hetzusteUen, Uefert den praktischen \t.r- 
teiL daB eine MassenhersteUung solcher Systeme enn6gUcht wird, und es gibt mehreie Tfechniken, die durch die Mikro- 
elektronikindustrie zum HersteUen von KCkiostrukturen aus SUiaumsubstraten nun entwickelt worden sind Beispi^le 
solcher Mikrobearbeitungstechniken, um miniaturisierte Ttennungsvoffichtung auf Silizium- oder Borosibkatgl^Tijps 
herzusteUen,-i:6nnen den U.S.-Patenten US 5,194.133. erteilt an dark. US 5.132,012, erteilt an Miura et ai..- 4.908,112. 
erteUt an Pace, und 4,891,120, erteUt an Sethi etaL,enmonunenwerden.- 

Die Verwendung von Silizium enthaltendai Substraten. wie z. B. Quarzgut-. Quarz- und Glas, bei MikrMnalysevor- 
richtune ist in vielerlei ffinsicht problematisch. Siliziumdioxidsubstrate weisen beispielsweise hochenetgetische Oter- 
flachen auf und absorbieren stark viele Verbindungen. und zwar insbesondere Basen. SiliziumdioHdmatenahen geten 
zudem zu einem erheblichen AusmaB in Losung^ wenn dieselben mit basischen Losungen verwendet werden Daruber 
hinaus vidrd, wenn dieselben bei Elektrophoreseanwendungen verwendet werden, die Innenoberflache emer SiLkakapil- 
lare oder eines Silikamikrokanals bei einem basischen pH-Wert als ein Ergebnis der Deprotomerung der Oberflachena- 
laiaolgruppen (d. h. dieselben liegen in der Fonn-von anionischen Si-Q-Gruppen yor) negauv^geladen. Die Oberta- 
chentedi^an dem Inneren der Kapillare oder des Mikrokanals verschlimmert nicht nur das Probtem der ungewoUten 
Adsorptioneines gelSSten Stoffes, sondem moduUert femer die Geschwindigkeit des Elektrosomoseflusses (f beirfa^ ak 
"ElefcttoendoosmosefluB" oder EOF bezeichnet) an einer nichtmodifizierten Oberflache, was wiederum die Empfindhch- 
kdt und die Reproduzif^barkeit der durchgefuhrten chemischen Analyse beeintrichagt. (JDas heiBt, daB die EOF-Oe- 
schwindigkeit ehie Funktion des Zeta-Potentials C, ist, das im wesentlichen durch die Oberflachenladung besui(unt wird.) 
DieMikr^hersteUung unter >ferwendung von SiUzium an sich ist auf ahnUche Weise problematisch. uisofem. als daB sich 
sogar unter miklen Oxidationsbedingungeo eine SilikaobCTflache auf einem Siliziumsubsttat bilden wurd. 

Aus den im vorhergehenden beschriebenen GirUnden wSie es wOnschenswert. Mifctoanalyse^ und andere mmiatun- 
sierte Vorrichtungen aus Mat^aUen herzusteUen, die nicht SiHziUm-basiert sind, vne z. B. unter Verwendung unauftven- 
diger und ohne weiteres verfugbarer PolymermateriaUen. Es wOrde femer wiinschenswert sein. die. \ferwendbaAeit .von 
Mikrovorrichtungen uber die elektrophoretischen und chromatographischen Ttennungstechmken hinaus auf andere TV- 
pen von chemischen Ptozessen zu erweitem. namlich auf Prozesse, die hoh«.'Ife'^P«^tt|^«"L. PH-E^f'^^'^rte ^^^^ 
Reagenzien Oder dergleichen einbeziehen konnen: Die vorHegende Erfindung hefert solche l^analysevomchtungen. 

dIs Gebiet, auf das sich die vorliegende Erfindung bezieht, ist der Bioanalyse zugeordneL Eme wichtige Tfechni^ die 
gegenwartig bei der Bioanalyse und bei dem aufstrebenden Gebiet der Genomenforschung verwendet wird^ist die P^X" 
tiiaase-Kettenreaklion (PCR; PCR = polymerase chain reaction) - Verstarkung bzw. Verm^ng der DNA bzw. DNS 
Als ein Ergebnis dieses leistungsfahigen Werkzeuges ist es moglich. von ansonsten mcht erfaBbaren Mengen, von DNA 
auszngehi und verstatkte bzw. vermehrte Mengen des Materials fur eine anschUeBende Analyse zu erzeugen. Die Tech- 
nik wtei in dem U.S.-Patent Nr. 4.683.195. erteUt an Mullis et al.. und m verwandten U.S.-Patenten Nr. 4^83,202 
4 800 159 und 4 965 188 erteilt an Mullis et al.. beschrieben. Automatisierte Systeme zum Durchfuhren emer PCR smd 
iSf«d^ sie b^S^ in den U.S.-Patenten Nn 5.333,675 und 5.656,493. erteilt an.Mullis et al.; beschneben 
sind Die PCR verwendet eine sich wiederholende Fblge von Schritten. um Kopien von Polynucleotidsequenzen zu er- 
zeugen. die zwischen zwei Initiator- ("Primer"- bzw. "Starter"-) Sequenzen positiomert sind. Ausgehend von emer Scha- 
bloL (i-emplate). zwei Primersequenzen (mit einer Lange von iibUcherwe se etwa 15^30 NucleoUden). einem PCR-Rrf- 
fer frden Deoxynucleosid-Tri-Phosphaten (dNTPs) und einer thermostabiten DNA-Po ymerase (ubhcherweise ;Rq-Po- 
ymerie) werden diese Komponenten gemischt und daraufhin erhitzt, um die doppelstrangige DNA zu U^mien^Em d^- 
auffoleender Abktihlmigsschritt ermogUcht, daB die Primere zu komplementSren Sequenzen an den emslrangigen DNA- 
SSn Xem dif die Sequenz. die vermehrt werden soU, enthalten. Eine Nachbildung bzw. RephkaHon cter Ziel- 
sSi^SSi^h die ^A-P^lymerase erzielt werden. die einen Strang der DNA erzeugt. die zu der Schablone 
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komplementar ist. Eine Wiederholung dieses Prozesses verdoppeit die Anzahl von Kopien der intercssierende Sequenz, 
wobei mehrere Zyklen die Anzahl von Kopien exponentiell erhohen. 

Da die PGR ein wiederholtes Hin-Und-Her-Steuem zwischen hoheren und niedrigeren Temperaturen erfordert, mus- 
sen PCR-\b2richtungen aus Materialien bergestellt sein, die in der Lage sind, solchen Temperaturanderungen stand zu 
halten. Die Materialien mCissen mechanisch und chemisch bei hohen Temperaturen stabil sein, und in der Lage sein, wie- 5 
dorholten Temperatur^derungen ohne eine mechanische Verschlechterung standzuhalten. Daniber hinaus miissen die 
Materialien mit der PCR-Reaktion selbst vertraglich sein, und diirfen nicht die Polymerase verhindem oder DNA binden. 

Bis heute verbleiben jedoch viele Probleme bei der Durchfuhrung einer PGR in Mikro vorrichtungen, Ein Problem um- 
fafit die gerihge thermische Stabilitat vieler Materialien. Dies bedeutet, daB viele Materialtypen, v/ie.z. B. Polymermate- 
rialien, den hin-und-her-gesteuerten Temperaturen, die bei der PGR verwendet werden und sich typischerweise in dem lO 
Bereich von etwa 37**C bis 90^*0 befinden, ohne einen erheblichen oder voUstandigen \ferlust der mechanischen Integri- 
tat nicht standhalten konnen. Zusatzlich konnen auf einer Substratoberflache Verunreinigungen vprhanden sein oder aus 
derselben auslaugen, was das prazise Gleichgewicht der geeigneten InhaitsstoflFe (Metallionen, Salze, Puffersysteine, 
Oligonucleotide, Primere und Polymerasen) beeintrachtigt, das fiir die PGR eriforderlich ist, was wiederum nicht erfolg- 
reiche Verstaricungs- bzw. Vermehrungsreaktionen ergibt Femer kann das Polymeraseenzym oder jede der Komponen- 15 
ten, die in die PGR-Reaktion involviert ist, an eine Mikrokanaloberflache gebunden oder dprt adsorbiert werdsa. Ein 
Kontakt zwischen der Polymerase und einer Substratoberflache wird allgemein eine irreversible Denaturierung eigeben. 
Diese lypen von "Biobewuchs" sind wegen des sehr hohen Oberflachenbereicfas-zu-\blu men- Verhaltnisses insbesori- 
dere bei Kapillaren oder Mikrokanalen mit Mikrometer- oder Submikrometer- Abmessungen problematisch. 
- Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, einen Mikroreaktor, eine Vonichtung und ein Verfahren zum 20 . 
Durchfiihren der Polymerase- Kettenreaktiori (PGR) und ein Verfahren zum Vermehrra derMenge dnes interessierenden 
DNA-Molekuls zu schaffen, die eine unaufwendigere Einsetzbarkeit aufweisen. . 

Diese Aufgabe wird durch einen Mikroreaktor gemaB Anspruch 15, eine Vorrichtung gemafi Anspruch 1 und ein \fer- 
fahren gemaB Anspruch 34, 48 oder 59 gelost. 
• ' Die vorliegende Erfindung erftillt den im vorfaergehenden erwahnten Bedarf in der Technik und liefert.einen PGR-Mi- ■ . 25 
kroreaktor zum Vermehren einer DNA unter Verwendung von Mikromengen eines Proben-Ruids. Bei seiner einfachsten. 
Ausfuhrung umfaBt der PGR-Mikroreaktor eine Reaktionskammej; die durch zwei oder mehr Lnnenoberflachen defini^ 
ist, eine Einrichtung zum Einbringen von PCR-Reakdonskomponenten in die Kammer, eine Einrichtung zum Entfemen 
des PCR-Reakdonsproduktes aus der Kammer und eine Einrichtung zum Steuem der Tbmperatur der Reaktionskammer; 
wbbei die Vorrichtung aus einem Material heigesteUt ist, das unter den Bedingungen, bei denen eine PGR-Reakdon 30 
durchgefiihrt wild, thermisch, chemisch und mechanisch stabil ist, und dieselbe eine Reaktionskammer verwendet, die 
angepafit ist, um Fluid in dem Bereich von etwa 1 \A bis 500 pi zu enthalten. Bevorzugte Materialien sind diejenigen, die 
eine reduzierte Adsorption eines gelosten StofiTes, wie z. B. Biomblekulen, wie z. B. Proteinen, Nucleinsaucen, us w., zeir . 
gen und modifiziert, bedeckt bzw. beschichtet oder auf andeie Weise behandelt werden konnra, um den Elektroosmose- 
fluB zu optimieren, 35 

■ Bei einem zweiten Ausftihrungsbeispiel der Erfindung umfaBt der PGR-Mikroreaktor folgende Merkmale: . 
ein Substrat mit einer ersten und einer zweiten Lm wesentlichen planaren Oberflache, die sich gegenuber liegepj wobei in 
der ersten planaren Oberflache ein Hohlraum und zumindest ein Mikrokanal gebildet sind, uUd wobei der Hohlraum als 
eine Reaktionszone dient,- die sich in RuidkonMnuiiikation mit jedemMikrokanal befindet; . 

eirie Abdeckplatte, die iiber der ersten planaren Oberflache angeordnet ist, und die in. Kombination niit dem , Hohlraum 40 
eine Reaktionskammer und mit jedem Mikrokanal eine Mikrosauledefiniert; und . ^ - 

zumindest ein EinlaBtor und zunaindest ein AuslaBtoi; die mit der Reaktionskammer direkt oder indirekt kommunikativ 
verbunden sind und den Durchtritt von Ruid von einer extemen Quelle in und durch die Reaktionskammer ermogUcheni 
wobei das Substrat und die Abdeckplatte aus einem Material bestehen, das thermisch und chemisch stabil und gegen.Bio- 
bewuchs resistent isL . . ^ . . ; 45 

Kn zusatzliches Ausftihrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung liefert ein ^ferfahren zimi Durchfiihren der Polymer 
rase-Kettenreaktion (PGR); um eine DNA in einer Probe zu vermehren bzw. zu verstarken, das das Erhitzen der Probe, 
um die doppelstrangige DNA in eine einzelstrangige DNA zu trennen, das Abkiihlen der Probe, um eine Hybridisiening 
von Primeroligonucleotiden zu der einzelstrangigen DNA zu ermogLicfaen, das Replizieren der DNA unter \ferwendung 
einer DNA^Polymerase und das Wiederiiolen der im vorhergehenden erwahnten Schritte, um den gewiinschten Grad an 50 
Vermehrung zu erzielen, aufweist, wobei die PGR in einem Mikroreaktor durchgefuhrt wird, der aus einem Material be- 
steht, das unter deri Bedingungen, bei denen die PGR-Reaktion durchgefuhrt wird, thermisch, chemisch und mechanisch 
stabil ist und eine Reaktionskammer verwendet, die angepafit ist, um etwa 1 pi bis 500 jil Fluid zu enthalten; 

Bei einem weiteren Ausftihrungsbeispiel wird ein Verfahren zum Vermehren der Menge eines interessierenden DNA- 
Molekiils, das in einem kleinen Volumen eines Probenfluids enthalten ist, unter Verwendung der Polymerase-Kettenre- 55 
aktion geliefert, wobei das Verfahren folgende Schritte aufweist: 

(a) Einbringen von bis zu etwa 10 pi eines Probenfluids in einen Mikroreaktor, wobei das Probenfluid das interes- 
sierende DNA-Molekul in doppelstrangigerForm, ein erstes und ein zweites PrimermolekQl, die zu entgegengesetz- 
ten StrSngen des DNA-MolekOls komplementSr sind, eine thermostabile DNA-Polymerase, freie Desoxynucleosid- 60 
triphosphate und einen PCR-Puffer enthalt, und wobei -dor Mikroreaktor folgende Merkmale aufweist: • 
ein Substrat mit einer ersten und einer zweiten im wesentlichen planaren Oberflache, die sich gegenuber liegen, wo- 
hd in der ersten planaren Oberflache des Substrates ein Hohlraum gebildet ist, und wobei der Hohlraum als eine Re- 
aktorzone dient, 

eine Abdeckplatte, die iiber der ersten planaren Oberflache angeordnet ist, wobei die Abdeckplatte in Kombination 65 
mit dem Hohlraum eine Reaktionskammer definiert, und 

zumindest ein Einlafitor und zumindest ein AuslaBtoi; die sich mit der Reaktionskammer in Huidkonmaunikation 
beflnden, wobei die Tore den Durchtritt des Probenfluids von einer ext^nen Quelle in und durch die Reaktionskam- 
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mer ermoglichen, wodurch ein HuidfluBweg definiert wird, 

wobei das Substrat und die Abdeckplatte aus cinem Material bestehen, das thermisch stabil und gegen Biobewuchs 
resistant ist; 

(b) Anlegen einer Antriebskrafl an die Vomchtung, um das Piobenfluid endang des FluBweges in die Reakdons- 
5 kammer zu bewegen; .... 

(c) Aufbeizen des Ptobenfluids in der Reakdonskammer, um die doppelstrangige DNA in eine einzelstrangige 
DNA zu trenneo; 

(d) Abkuhlen der Probe, um eine Hybridisierung der Primermolekule zu entgegengesetzten Strangen der einzel- 
strangigen DNA und eiiie Replikation der einzelstrangigen DNA durch die DNA-Polymerase zu ermoglichen; und 

10 (e) Wiederbol^n der Schritte (c) und (d). um den gewOnschten Grad an Vermehrung zu erzielen. 

Bei einem wiederum weiteien Ausftihrungsbeispiel der Erfindung wird ein \ferf ahren zum VOTnehren der Menge eines 
interessierenden DNA-Molekuls, das in einem kleinen \folumen eiiies Probenfluids enthalten ist, unter Verwendung der 
Pbljrmerase-Kettenreaktion geliefert, wobei das Verfahren folgende Schritte aufweist: 

(a) Einbringen von bis zu etwa 10 \A eines Probenfluids in den Mikroreaktor des zweiten Ausfiihrungsbeispiels der 
Erfindung, wobei das Probenfluid das interessierende DNA-Molekiii in doppelstrangiger Form, ein erstes und ein 
zweites Primermolekal. die zu entgegengesetzten Strangen des DNA-Molekuls komplementar sind, eine thermosta- 
bile DNA-Polymerase, freie Deoxynucleosidtriphosphate und einen PCR-Puffer enthalt, 
20 (b) Anlegen einer Antriebskraft an die Vorrichtung, um das Probenfluid entlang des FluBweges in die Reaktions- 

kammer zu bewegen; . . , . ,^^ta • • • i • 

(c) Aufheizen des Probenfluids in der Reakdonskammer, um die doppelstrangige DNA m erne emzelstrangige 

DNA zu trenhen; ^, j - i 

(d) Abkuhlen der Probe, um eine Hybridisierung der Primermolekule zu entgegengesetzten Strangen der emzel- 
25 strangigen DNA und eine Replikadon der einzelstrangigen DNA durch die DNA-Polymerase zu ermogUchen; und 

(e) Wiederholen der Schritte (c) und (d),um den gewunschten Grad an Vennehrungzu erzielen^ 

Bevorzugte Ausmhrungsbeispiele der vorUegenden Erfindung werden nachfolgend bezugneh^^ 

denZeichnungennahereriautert-Eszeigen: _ 

Fig. 1 eine perspektivische schematische Ansicht eines Ausfiihrungsbeispiels ernes Mikroreaktors der Erfindung; 
Fig. 2 eine perspektivische schematische Ansicht eines zweiten Ausfiihrungsbeispiels eines Mikroreaktors der Erfin- 

^"pfg, 3 eine perspektivische schematische Ansicht eines weiteren Ausfiihrungsbeispiels eines Mikroreaktors der Erfin- 

"^^Ffg 4 eine perspektivische schematische Ansicht einer Mikroreaktorvorrichtung der Erfindung, die sowphl einen 
Tren^ungsmikrokanal als auch riri auf der Vorrichtung befindHches bzw. Auf-Vorrichnmg-(on-device) Reservon: auf- 

^IKs 5 dne Draufsicht eines Mikroreaktors mit einer "Auf-Vorrichtung"-Reaktionskammea:. die durch die Ausrichmng 
einer Reservoireinrichtung gebUdet wird, die auf zwei gegenuberUegenden planaren Oberflachen ernes einzehien flexi- 

40 blen Substrats gebildet ist; ' . , i i_i • t» 4.-*z 

Fig. 6 eine Draufsicht einer AuBenoberflache eines Mikroreaktors, bei dem erne optionale bzw. wahlweise Betati- 
gungseinrichtung fiber einCT-"Auf-Vorrichtung"-Reaktionskanmier angeordnet ist; 

Fie. 7 eine bildliche DarsteUung des Mikroreaktors von Fig. 6; ^ , . , , , , j • i 

Fig 8 eine Querschnittansicht des Betatigers, d^ in Fig. 6 gezeigt ist, entiang den Limen V-V und erne optionale 
45 MembW die zwischen der Reakdonskammer und der BetMgungseinriditungangeordneti^^^ . ^TTVTi.i,^ 

Fig. 9 eine Photographie einbs 2%-NuSieve-Agarosegels, das unter Verwendung yon SyberOreenI® und UV-Licht 
sictitbar wurde, wobei diese Photographie die Vermehrung eines Teilfiragments eines SOS-bp-Vermehrungsproduktes ver- 
ahschaulicht, wie es bei Beispielen 1-8 beschriebeti wird, . . * . 

Bevor die Erfindung detailliert beschneben wird, wird darauf hingewiesen,.daB, so lange mchts anderes angezeigt 
wird diese Erfindung nicht auf spezielle Materialien, Komponenten oder HersteUungsprozesse besch^ .ist, die als 
seiche variieren konnen. Es wird darauf hingewiesen, daB die Tenninologie, die hierin verwendet wild, ledighch zu 
Zwecken der Beschreibung spezieUer Ausfiihrungsbeispiele besteht, und daB dieselbe mcht begrenzend wirken soU Es 
mu6 darauf hingewiesen werden, daB die Singularformen "einer", "eine", "ein", Mer", "die" und "das" wie stem der Be- 
schreibung und in den beiliegenden Anspoichen verwendet werden, auch Pluralbezuge umfassen, so lange der Zusam- 
menhang nicht deutlich etwas anderes anzeigt FolgUch umfaBt die Bezugnahme auf "ein Material beispielsweise Mi- 
schungen aus MateriaUen, eine Bezugnahme auf "eine Reakdonskammer" mehrere Reaktionskammern und deigleichen. 

In cfieser Beschreibung und in den Anspriichen, die folgen, wird auf eine Anzahl von Ausdriicken Bezug genommen, 
die definiert seinsoUen, um die folgendenBedeunmgenzuhaben: . _i o 

Der Ausdnick "Mikrorbaktor" bezieht sich auf eine Vorrichmng mit Merianaien mit Mikrometer- oder Submikrome- 
terabmessungen, die bei einer Vielzahl von chemischen Prozessen verwendet werdenkann, die sehr kleme Mengen von 
Ruid umfassen (d. h: 'Mkromengen" von Huid in dem Bereich von etwa I jd bis 500 pi u^^ 

reich von etwa 10 ^ bis 200 pi) . Der ProzeB von hauptsachHchem Interesse ist die Vermehrung v^n ^NA unter Verwen- 
dung der Polymerase-Ketteoreaktion. Wahlweise kann die DNA- Vermehrung bzw, Verstarfamg (DNA anaphfication) zu- 
s^eo SrS^^^^ Oder mehreren anderen lypen von Prozeduren durchgef^irt werden^ Solche^^ umfassen 
o"f SLselben beschrankt zu sein: Praparationstechniken, die vor der KIR duichgefi^ werden; eme An^Y^e und 
eine Trennung unter Verwendung von beispielsweise der Elekdrophorese (z. B. CE oder MCE) oder der Chromatographie 
(z B Sr^^^^^ bzw. Nach-Reaktionsreinigungsprozesse. Die Merian^er Mikroreaktoren smd an spezielle 
Verwendungen angepaBt. Mikroreaktoren beispielsweise, die nicht nur bei der PCR-\%rmehrung von DNA sondem fer- 



30 



35 



50 



55 



60 



65 



4 



10 



DE 101 06 008 A 1 

ner bei Trcnnungsprozessen, wie 2. B. der MCE, verwendet werden, cnthaltcn Mikrokanale (die hierin bei der Offenba- 
rung als "NGkrosaiilen" bezeichriet weixien, d. h. wcnn sich die Abdeckplatte an Ort und SleUe auf der Mita-okanalenthal- 
terideb Substratoberflache befindet) mit einem Durchmesser von der GroBenordnung von 1 pm bis 200 und typi- 
scherweise von 10 bis 75 und mit einer Lange von etwa 0.1 bis 50 cm. Mikroreaktoren. die ledigUch bei emer 
DNA-Vermehning verwendet werden, werden Reaktionszonen (die hierin bei der Oflfenbaning als "ReakUonskammem 
bezeichnet werden. d. h. wiederura dann. wenn sich die Abdeckplatte an Ort und SteUe auf der Mikrokanalenthaltenden 
Substratoberflache befindet) mit einem Volumen von etwa 1 pi bis etwa 500 pi und typischerweise von etwa 10 pi bis 

200 pi enthalten. t-- • u c 1 

Der Ausdruck "Erfassungseinrichtung", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf jeghche Einnchtung, Jitruktur 
Oder Konfiguration, die es ermogUcht, eine Probe in einer Mikroanalysevorrichtung der Erfindung unter Verwendung 
• analytischer Erfassungstechniken, die in der Ifechnik wohlbekannt sind, zu untersuchen bzw. abzufragen. Folglich kann 
eine Erfassungseinrichtung eine oder mehrere Offnungen umfassen, die mit baspielsweise einer Reaktionskammer oder 
einein Miktokanal kommunikativ verbunden sind, und die es einer extemen Erfessungsvorrichtung ermogUchen, mit der 
Kammer oder dem Mikrokanal schnittsteUenmaBig verbunden zu seio, um einen AnalysestoflF in derselben bzw. in dem- 
selben zu erfessen. Durch die Anordnung zweier Erfassungseinrichtungen. die sich einander relativ zu der Reaktions- 15 
kammer oder dergleichen gegenuberUegen, wird ein "Erfassungsweg" gebiidet, der die Erfassung von. Analysestoflfen, 
die durch die Reaktionskammer fliefien, unter Verwendung von Erfassungstechniken ennoglicht, die in der Technik 
wohlbekannt sind. Ein "optischer Erfassungsweg" bezieht sich auf eine Konfiguration oder Anordnung einer Erfassungs- 
einrichtung, um einen Weg zu bilden, wodurch eine elektromagnetische Strahlung in der Lage ist, von einer extemen 
Quelle zu einer Einrichtung zum Empfangen von Strahlung zu gelangen. wobei die Su^ung die Reaktionskammer; den 20 
Mikrokanal oder dergleichen durchquert. Bei dieser Konfiguration konnen Analysestoffe, die durch den Mikroreaktor 
flieBen, uber die Transmission der Strahlung senkrecht zu der HuidfluBrichtung erfaBt werden. Eine Vielzahl von Tech- 
niken fur eine exteme optische Erfassung konnen ohne weiteres mit den voriiegenden Mikroreaktoren schnittsteUenma- 
Big verbunden werden, » einschHeBlich, aber nicht auf diese begrenzt, der UVA^is- (Vis = visuell = sichtbar), Nah-IR-, 
nuoreszsenz-/Brechurigsindex- (RI;RI = refractive index) und Raman-Tech^^ 25 

Eine "transparente Substanz", wie sie hienn verwendet wird, bezieht sich auf eine Substanz, die in der Lage ist, Licht 
unterschiedlicher Wellenlangen durchzulassen. Folglich ist eine "transparente Lage" als eine Lage einer Substanz defi- 
nieit, die fiir spezifiscKe lyperi einer interessierenden Strahlung oder interesaerenden Tbilchen durchlassig ist. Die trans- 
parenten Lagen, die in dein Zusammenhang mit der Erfindung verwMidet werden konnen, werden aus Materialien, wie 
z. B, (Juarz, Saphir. Diamant und Quarzgut, oder aus Polymermaterialien, wie z. B. Polystyren und Styrenbutadiencopo- 30 
lymer, gebiidet. "O^ptisch transparent" bezieht sich auf ein Material, das in der Lage ist, Licht mit Wellenlangen in dem * 
Bereich yon etwa 150nm bis 8(X) nm durchzulassen. : . 

Ein "Erfassimgsschnittpunkt" bezieht sich auf eine Konfiguration, bei der eine Mehrzahl von Erfassungseinrichtun- 
gen, die rnit dem Inneren der voriiegenden Iv^fikroieaktoren kommunikativ verbunden sind, an einer speziellen Position in 
denselben ziisammen angeordnet sind, Eine Anzafal von Erfassungstechniken konnen an einer Probe oder an einem ge- 35 
treriiiten Analysestoff an deiri Erfassungsschnittpunkt gleichzeitig durchgefuhrt werden. Ein Erfassungsschnittpunkt 
wird gebiidet, wenn sich eine Mehrzahl von Erfassungswegen kreuzt, oder wenn eine Erfassungseinrichtung, wie z. B, 
eine Apertur bzw. Of&iung, mit dem Trennungsabteil an im wesendichen dem selben Punkt wie ein Erfassungsweg kom- 
munikativ verbunden isL Die Probe Oder ein getrennter Analysestoff konnen auf diese Weise unter Ve^rwendung einer 
Kombiiatioii aus UYA^is- und Riioreszenz-Techniken, optischen und elektrochemischen Tbchniken, qpdschen i^d elek- 40 
trischenTechniken und derartigen Kombinationen analysiert werden, um hdchempfindliche Erfassungsinformatignen zu 
Uefem. Siehe beispietweise Beckers et al. (1988) J. Cfaromatogi: 452: 59l-6(K) und U.S.-PatentNi: 4^927,265, erteilt an 
Brownlee; ' . ' . ' 

rier Aiisdruck "Flussigph^enanalyse" wird verwradet, um sich auf jegliche Analyse zu beziehen, die an einem gelo- 
sten Stoff in der flussigen Phase ausgefiihrt wird. Dementsprechend umfaBt die "Russigphasenanalyse", wie sie hierin 45 
verwendet wird, chroinatograiphische TYermungen, elektrophoretische TYennungen und elektrochrpmatographische IVen- 
niingen: Der allgemeine Ausdruck "Analyse" bezieht sich auf eine Charakterisierung einer Probe oder eine Identifikation 
einer oder mehrerer Komponenten in derselben und unterscheidet sich von einem chemischen oder:bibchemischen "Pro- 
zeB". bei dern ein Material chemisch oder biochemisch verandert wird, um ein gewunschtes Produkt zu erzeugen. Die 
DNA-Verinehrung uiiter Verwendung der PCR-Technik stellt hierin einen "Prozefi" dar, obwohl die PCR-Reaktion auch 50 
in Verbiiiduiig mit eiriem analytischen ProzeB durchgefuhrt werden kann (bei dem beispiels weise die Reaktion uber- 
wacht wird, oder wenn das Reaktionsprodukt analysiert wird, bevor dasselbe aus der Voirichtung entfemt wird). 

"Ghromatographische" Prozesse umfassen allgeraein Vorzugstrennungen von Komponenten. und umfassen Verfahren 
mit Umkehrphase, eiiie hydrophobische Wechselwirkung, eiiien lonenaustausch, die Molekularsiebchromatographie und 
dergleichen. . 

"Elektrophoretische" Trennungen beziehen sich auf die Wanderung von Teilchen oder Makromolekulen mit einer 
elektrischen Nettoladung, wobei die Wanderung durch ein elekttisches Feld beeinfluBt wird, Dementsprechend utnf assen 
elektrophoretische Trennungen Trennungen; die in Saulen durchgefuhrt werden, die mit Gelen (vrie z. B. Polyacrylamid, 
Agarose und Kombinationen derselben) gepackt sind, sowie Trermungen, die in L5sung durchgefuhrt werden. 

"Elektrochromatographische" Trennungen beziehen sich auf IVennungen, die unter Verwendung einer Kombination 60 
aus elektrophoretischen und chromatographischen Techniken bewiikt werden. Exemplarische elektrochromatographi- 
sche Trennungen umfassen Gepackte-Saule-lireunungen unter Verwendung einer elektromotorischen Kraft (Knox et al. 
(1987) Chromatographia 24: 135; Knox et al. (1989) J. Liq. Chromatogr 12: 2435; Knox et al. (1991) Chrornatographia 
32: 317), und mizellare elektrophoretische Trennungen (Terabe et aL (1985) Anal. Chem. 57: 834-841). 

Der Ausdruck "SpritzgieSen" wird verwendet, um sich auf einen ProzeB zum Formen von Kunststoff- oder Nicht- 65 
Kunststoff-Keramik-Formen durch Einbringen einer abgemessenen Lange eines geschmolzenen Kunststoff- oder Kera- 
miksubstrates in Formen (oder GuBformen) zu beziehen. Bei einem Ausfuhrungsbeispiel der voriiegenden Erfindung 
konnen miniaturisierte Vorrichtungen unter Verwendung des SpritzgieBens hergesteUt werden. 
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Der Ausdruck "Pragen" wird verwendet, um sich auf einen ProzeB zum Bilden von Polymer-, Metall- oder Keramik- 
Formen iu beziehen, indem eine Prageform in Kontakt mit einem bcreits existierenden Warkstiick aus Polynia, Metall 
Oder Keramik gebracbt wird. Eine gesteuerte Kraft wird zwischen der Prageform und dem bereits existierenden Materi- 
alwerkstuck derart angelegt, daB die Struktur und Form, die durch die Pragefonn bestimmt wird* in das bereits exisde- 
5 rende Werkstiick aus Polymer, Metall oder Keramik gedriickt wird. Der Ausdruck "HeiSpragen" \yird verwendet, um 
sich auf einen ProzeB zum Bilden von Polymer-, Metall- oder Keramikformen zu beziehen, indem eine Prageform in 
Kontakt mit einem erhitzten bereits existierenden Werkstiick aus Polymer, Metall oder Keramik gebracbt wird. Das be- 
reits existierende Materialwerkstiick wird derart erhitzt, daB dasselbe mit der Prageform konform ist, wenn eine gesteu- 
erte Kraft zwischen der Prageform und dem bereits existierenden Werkstuck angelegt wird. Die sich ergebende Polymer- 
lb , MetaU-^ oder Keramikform wird abgekuhit und daraufhin von der Prageform entfernt 

Der Ausdruck ^UGA-PrbzeB" wird verwendet, um sich auf einen ProzeB zum Herstellen von Mikrostrukturen mit 
groBen Langenverhaltnissen und einer eriiShten strukturellen-Prazision unter \ferwendung der Synchrotronstrahlungsli- 
thographie, der Galvanobildung und dem Kunststoffonnen zu beziehen. Bei einem UGA-ProzeB. werden strahlungsemp- 
findliche Kunststoffe lithographisch mit cmer hochenergetischen Strahlung unter Verwehdung einer Synchrotronquelle 
15 bestrahlt, um gewunschte Mikrostrukturen (wie z. B. Kanale, Tore, Offhungen bzw. Aperturen und Mikroausrichtungs- 
einrichtungen) zu erzeugen, wodurch eine Primerschablone gebildet wird- 

Der Ausdruck "Antriebskraft" bzw. "motorische Kraft" wird verwendet, um sich auf jegliche Hnrichtung zum Bewir- 
ken einer Beweguhg einer Probe entlang eines FluBweges in einem Mikroreaktor zii beaehen uiid.umfaBt das Anlegen 
eines elektrischen Potentials liber jeglichen Abschnitt eines Mikroreaktors, das Anlegen einer Druckdifferenz uber jeg- 
20 • lichen AbscWtt des Mikroreaktors Oder ei . ^ . 

■ • iXe Ausdriicke "optionaler", "optionale", "optionales" oder "optional", wie sie hierin verwendet werden, bedeuten, 
daB das anschUeBend bescbuiebene Merkmal oder die anschlieBeiid beschriebene Struktur vorhanden sein kann oder auch 
nidit, Oder daB. das anschlieBend beschriebene Ereignis oder der anschlieBend beschriebene Umstand auftreten kann oder 
nicht! und daB die Beschreibung BeispielsfaUe umfaBt, bei denen ein spezieUes Merkmal oder eine spezieUe Struktur 

25 vorfianden ist, undFaUe umfaBt. bei denen das Merkmal oder die Struktur nicht voiiiandOT ist, od«r Falle, bei denen das 
Ereignis oder der Umstand auftritt, und Falle, bei denen dies nicht der Fall ist. 
■ Ein Ausfuhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist in Fig* 1 daigestellt, die schematisch einen Mikroreaktor dar- 
stellt, der beim Duichfufareri dnes cheinischeri Prpzesses, wie z. B. einer PGR, verwendet werden kann. Die Vbrrichtiing 
ist allgemein durch 11 dargesteUt und umfaBt ein Substrat 13 mit einer im wesendichen planaren Oberftache 15, die eine 

30 Reaktionszone 17 in der Form eines flachen Hohkaumes, d. h. eines Hohlraumes mit einer Tlefe mit Mikrqmeter- oder 
sogar Submikcometerabmessungen, enthalt. Eine Abdeckplatte 21 ist derart gezeigt, daB dieselbe uber dem Substrat 13 
arigeordnet ist Vor der Verwendung der Vorrichtung wird die Unterseite 25. der Abdeckplatte mit der Oberflache 15 des 
Substrats 13 ausgerichtet und gegen dieselbe plaziert. Die Abdeclqilatte bildet in Kombinatipn mit der Reaktionszone 17 
eine Reaktionskammer, iii der der gewunschte chemische ProzeB ausgefuhrt wird; Ein Fluid, wie z. B. eine zu analysie- 

35 rende Probe, analytische Reagenzien, Reaktionsstoffe oder dergleichen, wird von einer extemen QueUe durch das Em- 
laBtor 27-in die Reaktionskammer eingebracht; ein AuslaBtor 29 ermoglicht den Durchtritt eines Ruides von der Reak- 
tionskammer zu einem extemen Aufhahmebehalter. Dementsprechend ergibt das "SchlieBen" der VomchtUDg durch 
' Ausrichtung der Abdeckung.mit dem Substrat und das Bilden einer Abdichtung zwischen denselben die Bildung emer 
. Reaktionskammer; in die durch das EinlaBtor 27 Huide eingebracht und durch das AuslaBtor29,eatfemt werden konnen. 

40 Ene flussigkeitsdichte Abdichtung wird vorzugsweise unter Verwendung von Druckabdichtungstechniken, emer exter- 
neii Einrichtung, um die Werkstucke zusammenzupressen (wie z. B. Klammem, DruckfedOTi oder einer zugeordneten 

' : • ^Klemmvonichtuiig) oder Haftrmtteln aus Verbindungspolymeren, Keramiken und dergl^chen, die.m.der Technik wohl 

• • bekaniit siiod, gebildet. . . j -r^ o • j t? 

• : Bei einem verwandten Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung, wie es in Fig. 2 dargesteUt ist, sind RuBwege m der Form 
45 von Mikrokaiiaien in dem Substrat an beiden Riden der Reaktionszone unte^gebracht Dies bedeutet, daB erne Vorrich- 
tung 31 ein Substrat 33 mit einer im-wesentiich«i planaren Oberflache 35 aufweist, die eine Reaktionszone 37 wiederum 
- in der Form eines flachen Hohlraums enthalt Ein stromaufwartiger Mikrokanal 39 in der Substratpberflache befindet 
sich in einer nuidkommunikation mit der stromaufwartigen Region der Reaktionszone 37, wahrend sich e^in stromab- 
wartieer Mikrokanal 41 in Fluidkommunikation mit der stromabwartigen Region der Reaktionszpne 38 befindet. Die 
50 Abdeckplatte 43 ist derart gezeigt, daB dieselbe mit ihrer Unterseite 45.derSubstratoberflachezug^waridt uber dem Sub- 
- : ^ strat 33 angeordnet ist. Die Unterseite 45 der Abdeckplatte wire? mit dem Substrat ausgerichtet und vor der Verwendung 

■ der Vonichtung auf der Oberflache 35 plaziert. Das SchUefien der Voixichtung auf diese Art und Weise, d..h.. durch A^- 
^ richten der Abdeckung mit dem Substrat und Bilden einer Abdichtung zwischen denselben, eigibt die pdcjung emer Re- 
. aktionskammer. einer stromaufwartigen- IWQkrosaule und einer stromabwartigen Mikrosaule. Auf das SchheBen der 

55 richtung bin ermogHcht ein EinlaBtor 47 in der Abdeckplatte das Einbringen einer Ruids von emer extemen Quelle in die 
■ - stromai^artige Mikiosaule, wahrend ein AuslaBtor 49, welches sich ebenfails in der Abdeckplatte befindet, die Entfer- 

' ■ nung des Huids aus der stromabwartigen Mikrosaule ermogUcht Die stromaufwartige Mikrosaule kann als eine Konzen- 
trierangseinrichtung verwendet werden, .um die Konzentration eines spezieUen Analysestoffes oder einer chenuschen 
Kompbnente vor der chemischen ProzeBverarbeitung in der Reaktionskammer zu erhohen. Femer konnen auf diese 

60 WeiseungewoUte, mdglicherweise storende Proben- und Reaktionskomponenten unter Verwendung der st^aufwarti- 

. gen Mikrosaule entfemt werden. ZusatzUch oder altemativ kann der stromaufwartige Mikrokanal^ em Prapaxations- 
bzw Vorbereimngs-MikToreaktor fiir chemische oder biochemische Praparationsprozesse vor emer DNA-\ferm^hrung in 
der Reaktionskammer dienen. Solche Praparationsprozesse konnen eine Etik^erung bzw. Ihdiaerung, erne Protemdi- 
geriening und dergldchen umfassen. Die stromabwartige Mikrosaule kann als eine Reinigungsemnchtung verwendet 

65 werden um nach dem AbschluB einer chemischen ProzeBverarbeitung unerwunschte Komponenten, mcht reagierte bzw. 
unreagierte MateriaHen usw. zu entfemen. Dies kann beispiels weise durch Packen der stromabwartigen Mikrosaule oder 
Bedecken ihrer Innenoberflache mit einem Material, das bestimmte Typen von Komponaiten aus emem Hmd oder emer 
Reaktionsmischung selektiv entfemt, durchgefuhrt werden. 



6 



DE 101 06 008 A 1 

Es wird darauf hingewiesen, da6 ein Mikroreaktor der Erfindung hergesteUt werden kann. um zwei cxier mehr Reak- 
tionszonen und optionale Mikrokanaie, die sich in Ruidkommunikation mit dem bzw. denselben befinden, zu enthalten. 
Ein Bdspiel einer solchen Vorrichtung ist in Fig. 3 dargesteUt, wobei dieselbe allgemein mil 51 gezeigt ist und ein Sub- 
strat 53 und eine Abdeckplatte 55, die mit demselben ausgerichtet ist, aufweist. Die obere Oberflache 57 des Substrats, 
eine im wesentlichen planare Oberflache, ist mit einer ersten Reaktionszone 59 und einer zweiten Reaktionszone 61 ver- 5 
sehen. Ein erster stromaufwartiger Mikrokanal 63 befindet sich in Fluidkommunikadon mit der stromaufwartigen Re- 
gion der ersten Reaktionszone 59, wahrend sich ein zweiter stromaufwartiger Mikrokanal 65 in Ruidkommuriikation nut 
der stromaufwartigen Region der zweiten Reaktionszone 61 befindet Dementsprechend befindet sich ein erster stromab- 
wartiger Mikrokanal 67 in Fluidkommunikation mit der stromabwartigen Region der ersten Reaktionszone 59, wahrend 
sich ein zweiter stromabwartiger Mikrokanal 69 in Ruidkommunikation mit der sttomabwartigen. Region der zweiten 10 
Reaktionszone 61 befindet Auf das SchlieBen der Vorrichtung durch Plazieren der Unterseite 71 der Abdeckplatte 55 auf 
der Substratoberflache 57 hin werden aus der ersten und der zweiten Reaktionszone 59 und 61 zusammen mit zwei 
stromaufwartigen Mikrosaulen (die aus dem ersten und dem zweiten stromaufwartigen Mikrokanal 63. und 65 gebildet 
werden) und zwei stromabwartigen Mikrosaulen {die aus dem ersten und dem zweiten stromabwartigen Mikrokanal 67 
und 69 gebildet weiden) zwei Reaktionskammem gebildet. Ein erstes EinlaBtor 73 in der Abdeckplatte 55 ist mit dem 15 
stromaufwartigen Ride des ersten stromaufwartigen Mikrojcahals 63 ausgerichtet, wahrend ein zweites EinlaBtor 75 mit 
dem stromaufwartigen Ende des zweiten stromaufwartigen Mikrokanals ausgerichtet ist, wobei das erste und das zwei^e 
KnlaBtor 73 und 75 das Einbringen eines Ruids von einer extemen Quelle in die erste bzw. zweite stromauf wartige Mi- 
krosaule liefem. Dementsprechend ist ein wstes Auslafitor77 in der Abdeckplatte 55 nut dem stromabwartigen Ende des 
ersten stromabwartigen Mkrokanals ausgerichtet, wahrend dn zweites AuslaBtor 79 mit dem stromabwartigen Ende des 20 
zweiten stromabwartigen Mikrokanals ausgerichtet ist, wobei das erste und das zweite AuslaBtor 77 und 79 eine Entfer- 
nung des Ruids aus der ersten bzw. zweiten stromabwartigen Mikrosaule liefem. Bei diesem Ausfuhrungsbeispiel und 
bei den Ausftihrungsbeispielen von Fig. Lund 2 konnen das Substrat und die Abdeckplatte an einer. Kante verbunden 
sein, derart, daB das SchlieBen der Vorrichtung durch Fallen der Abdeckplatte auf das Substrat bewirkt wird. Die Xante 
kann eine Falteinrichtung, wie z. B, eine Reihe von voneinander beabstandeten Perforieningen, Vertiefiingen oder Off- 25 
nungeri mit einer Form, wie z. B, einer kreisforraigen, rhombischen, hexagonalen, usw., unifassen, die das Falten und 
folglich die Gelenkbildung-fprdem. 

Die Materiaiien, die verwendet werden, um die Substrate und Abdeckplatten bei den Mikroanalysevorrichtungen der 

• Erfindung zu bilden, werden bezijglich physischer und chemischer Charakteristika ausgewahlt, die fur eine spezielle An- 
wendung wunschraswert sind, Auf alle Falle muB das Substrat aus einem Material hergestellt werden, das die Bildung 30 
von hochdefinierteh Merkmalen bzw, Merianalen mit hoher Defimertheit (oder Merkmalen mit hoher " Auflosung"), d, h, 
Mikrdkanaien, Kammern.tmd dergleichwi, die Mikrometer- oder Subndkrometerabmessungen aufweisen, ermoglicht 
Das heiBt, daB das Material zu einer Mikroherstellung unter \ferwendiing von beispielsweise Trockenalzen, NaBatzen, 
Laseratzen, Formen, Prag«i oder d«:gleichen in der Lage sein muB, um die gewiinschten miniaturisierten Oberflachen- 
merkmale aufzuweisen; das Substrat ist vorzugsweise dazu in der Lage, auf eine derartige Art und Weise mikroherge- 35 
stellt zu werden, um Merkmale in, auf und/dder durch die Oberflache des Substrates zu bilden, Es konnen femer Mikro- 
struktureh auf der Oberflache eines Substrates durch Hinzufligen eines Materials auf demselben gebildet werden, wobei 
beispielsweise Polymerkanale auf der Oberflache eines GlassubsUrates unter Verwendung eines phptobelich|:baren Poly- . 
imids gebildet werden kann. Femer soUten alle Vomchtungsmaterialien, die verwendet werden, in Hinblick auf jegliche 

"Reagenzieb bzw. Reaktionspartrier, mit deaen dieselben in Kontakt kommen, unter den Reaktionsbedingungen, die ver- 40 
wendet y/erdeh, (z. B; bezugHch des pH^Weites, der elektrischen Felder, uswO chemisch inert und physisch stabii sein. 

• Da die PGR relativ hoheTemperaturen mit sich bringt, ist es wichtig, daB alle Materialien in dem Bereich der ven^^ende- 
ten Temperaturen chemisch und physisch stabii sind. Fur eine Verwendung mit einer optischen Erfassungseinrichtung 
soUten die Materialien, die verwendet werden, optisch transparent sein, und zwar typischerweise transparent fur WfeUen- 

• langen in dem Bereich von etwa 150 nm bis 800 nm. Silizium, Siliziumdioxid und andere Silizium entfaaltende Materia- 45 
lien sollten vennieden werden, wobei bevorzugte Materialien diejenigen sind, die gel6ste Stoffe, wie z.:B. Proteine oder. 
andere Biomolekiile, nicht staik adsorbi^en. Geeignete Materialien zum Bilden der voriiegenden Vorrichtung umfassen 
Polymermaterialidi, Kerainiken (einschlieBlich Aluminiumoxid und dei^gleichen), Glas, Metalle, Verbundstoffe und La- 
minate derselben, sind ab^ nicht darauf begrenzt. 

Polyniermaterialien sind hierih besonders bevorzugt und werden typischerweise organische Polymere sein, die entwe- 50 
del Homopolymere oder Copolymerc, riatiirlich auftretend oder kunstlich, vemetzt oder unveraetzt sind Spezifische Po- 
lymere yon Interesse umfassen Polyimide, Polykarbonate, Polyester; Polyamide, Polyether, Polyurethane, Polyflurokar- 
bpne. Polystyrene, Poly(Acrylonitril-Butadien-Styren) (ABS) Acrylat und Acrylsaurepolymere, wie z.B. Polymediyl- 
methacrylat, und andere substituierte und unsubstituierte Polyolefine und Copolymere derselben, sind aber nicht darauf 
begrenzt Polyimide sind von spezieUern Interesse und haben sich als ein hochwiinschenswertes Substratmaterial bei 55 
mehreren Kontexten bzw. Zusammenhangen erwiesen. Es hat sich beispielsweise gezeigt, daB Polyimide geringe Sorp- 
tionseigenschaftenbezuglich Proteinen zeigen, von denen bekannt ist, daB dieselben bei herkommlichen Siliziumdioxid- 
basierten Systemen besonders schwierig zu analysieren sind. Polyimide sind beispielsweise unter dem Markennamen 
Kapton® (DuPont, Wilmington DE) und Upilex® (Ube Industries, Ltd., Japan) kommerziell verfugbar. 

Die Vorrichtungen der Erfindung konnen femer aus einem "VerbUndstofiT' hergestellt werden, d, h. einer Zusammen- 60 
setzung, die aus ungleichen Materialien besteht Der Verb undstoff kann ein Blockverbundstofif, z. B. ein A-B-A-Block- 
verbundlstoff, ein A-B-C-Blocfcverbundstofif oder dergleichen sein. Altemativ kann der VerbundstoiBF eine heterogene 
Kombination von Materialien, d. h. bei der sich die Materialien aus getrennten Phasen unterscheiden, oder eine homo- 
gene Kombination von ungleichen Materialien sein, Dei* Ausdruck "Verbundstoff wie er hierin verwendet wird, wird 
verwendet, um einen "Laminat"-VerbundstofiF zu umfassen. Ein "Laminat" bezieht sich auf ein Verbundstoffraaterial, das 65 
aus mehreren unterschiedlichen verbundenen Schichten eines identischen Materials oder unterschiedlicher Materialien 
gebildet ist. Weitere bevorzugte Verbundstoffsubstrate umfassen Polymerlaminate, Polymer-MetaU-Laminate, z. B. ein 
Polymer das mit Xupfer beschichtet ist, einen Keramik-in-Metall- oder einen Polymer-in-Metall-VerbundstofF. Ein be- 
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vorzugtes VerbundstofiFmaleriallst ein Polyimidlaminat, das aus einer ersten Schicht aus Polyimid, wie z. B. Kapton®, 
das von DuPont (Wilmington, Delaware) verffigbar ist, gebildet ist, die zusammen mit einer zweiten dQnnen Schicht ei- 
ner Warmehaftmittelform von Polyimid, die als KJ® bekannt ist und ebenfalls von DuPont (Wlmington; Delaware) ver- 
fiigbar ist, extrodiert worden ist. 
5 Die Oberflachen der Substrate und Abdeckplatten konnen chemisch modifiziert sein, um wunschenswerte chemische 
Oder physikalische Eigenschaften zu liefem,.z. B. um die Adsorption von molekularen Anteilen an den Innenwanden ei- 
hes Mikrokanals oder einer Reaktionskammer und den EOF zu reduzieren. Die Oberflache eines Polymer- oder Kera- 

• mik-Substrates kann beispielsweise mit einer elektrisch neutralen Molekularspezies, zwitterionischen Gruppen, hydro- 
philen oder hydrophbbischen Oligomeren oder Polymeren, usw. bedeckt sein oder funktionalisiert sein, um dieselben zu 

10 enthalten. Mit Polylmiden, Polyamiden und Polyolefinen, die Reaktionsorte oder funktionelle Gruppen aufweisen, wie 
z. B. Carboxyl-, Hydroxy!-, Amino- und Halpalkyl-Gruppen (z. B. PolyvinylalkohoU Polyhydroxystyren, Polyacryl- 
saure. Poly acrylnitriU usw.), oder mit Polymeren, cUe modifiziert werden konnen, um solche Reaktionsorte oder funktio- 
nelle Gruppen zu enthalten, ist eS moglich, Gruppen an der Oberflache chemisch zu binden, die cine Vielzahl von wiin- 
schenswerten Oberflacheneigenschaften liefem konnen, Ein exemplarisch modifiziertes Substrat ist ein Polyimid-funk- 

is tionalisiertes Substtat, um oberflachengebundene wasserldsliche Polymere, wie z. B. Pdlyethylraoxid (PEO), zu enthal- 
ten, was dazu tendiert, eine unerwurischte Adsorption zu reduzieren und eine nicht spezifische Bindung bei einer DNA- 
. Vennehrung und anderen Verfahren, die Hybridisierungstechniken umfassen, zu minimieren. Die Substratoberflache 
. kMin femer vorteilhafterweiseunter Verwendung von oberflachenaktiven Stoffen (z. B. Polyethyleiioxidtriblockcppoly- 
meren, wie z.B, diejenigeUi die unter dem Markennamen "Pliironic" verfugbar sind, Polyoxyethylensorbitan oder 

20 "TWEEN"), natiirlichen Polymeren (z, B, Bovinserumalbomin oder "BS A") oder anderen Anteilen, die die gewOnschten 
Oberflachencharakteristika, insbesondere bei Redujderung der Sorption, von Biomolekuleri, wie z. B, Ptoteihen, liefem, 
niodifiziert wetdeni. • jt u 

Es sollte feamer betont werden, daB unterschiedliche Regionen eines einzelnen Substrates chemisch unterschiedliche 
Oberfladhen aufweisen konnen, so daB beispielsweise die Innenoberflache eines Mikrokanals ein erstes Material aufwei- 

25 - .sen kann; Wshrend die Innenoberflache einer Reaktionskammer, die sich in Huidkommunikation mit diesem Mikrokanal 

• befindet, ein zweites Material aufweisen kann. Die Reaktionskammer oder die Reaktioriskaminem konnen beispiels- 
weise Irmenoberflachen aufw^asen, die mit beispielsweise PEO oder dergleichen bedeckt oder funktionalisiert sind, wah- 
rend' die Innenoberflachen der Mikrokanale, die den Reaktionskammem bzw, der Reaktionskammer zugeordnet sind, 
nicht bedeckt oder nicht funktionalisiert sein konnen. Femer konnen stromaufwartige und stromabwartige Mikrokanale 

30 hergestellt sein, um ein lonraaustauschharz, eine Metallchelatebildungsverbindung, ein Affinitatadsorbermaterial oder 
dergleichen zu enthalten, d. h. MateriaHen, die ausgewahlt sind, um ein Huid oder eine Rrobe durch Entfemen einer oder 
mehferer Kompbnenten oderlVpen von Komponenten yon derselben.zu reinigen. Auf diese Weis^ konnen unteschied- 
liche Komponenten und Merfcmale, die.in dem selben Subs teat vorhanden sind, verwendet werden^ um unterschiedliche 
cHeriiische 6d«: biochemische Prozesse oder unterschiedliche Schritte in einem ^nzigen chemischen: oder biochemi- 
35 schen ProzeB durchzufUhren. , ' j • 

Die vorliegenden Mikroreaktoren konnen unter Verwendung jeglichen geeigneten Verfahrens hergesteUt werden.^ em- 
schUeBUch aber nicht darauf begrenzt, MikroformungSr und GuBtechniken, Pragungsverfahren, die Oberflachenmikror 
bearbeitung und Volumerimikiobearbeitung: -Die letztgenannfce Technik umfaBt die BUdung von Mikrostrukturen durch 
^ i direktes Atzen in ein Volumenmaterial, und zwar typischerweise unt^ Verwendung chemischeaNaBatzens oder des Re- 
40 aktioiisionenatzens ("RIE"; RLE = reactive ion etching). Die Oberflachenmikrobearbeitimg umfa^t die HersteUung von 
-Tiimeh die auf die Oberflache eines Substrates aufgebracht werden/Ein exemplarischer Oberfiachenmikrobearbeitungs- 
proieB ist als ."LIGA" bekannt Siehe hierzu beispielsweise Becker et al, (1986), 'Tabrication of Microstructures with 
- - Ifich Asbbcts Rations and Great Structural Hdghts by Synchrotron Radiation Lithography Galvanoforming, and Rastic 
MouldihpCLIGA:Process)\Micr6elek^^ Ehrfeldet aL (1988),. n988 IJGA Process: Sen- 

45 sor Construction Techniques via x-Ray Lithography", Tech. Digest from IEEE Solid-State Sensor and Actuator Work- 
. shop, Hilton Head;:SC; Giickel et al. (1991) J. Micromech, Microeng. 1: 135-138. : . 

LIGA umfaBt dai Aufbringen einCT'.reladv:dicken Schicht eines Rontgenstrahliingsresists bzw. -Schutzlackes auf ei- 
nein Substrat gefolgt von einem Au^etzen.desselbeai bezugUch einer hochpneigetischen Rontgenstrahlung durch erne 
Roatgenmaske und das Entfemen der beUchteteh Resist-Abschnitte unt^ Verwendung eines cheimschen Entwickiers. 
Das LIGA.Formstuck, das auf diese Weise bereitgesteUt wirdi kann verwendet werden, um Strukturen.mit honzontalen 
Abmessungen-d h/Durchmessem.--:inderGroBenordnung vqnMikro ■ ^ 

■ Erne bevorzugte Technik zum Praparieren der vorUegenden Mikroreaktoren ist die LaserablaUon, Bei der Laserabla- 
tion werden kurze Pulse eines intensiven ultravioletten Lichtes in einer dunnen Oberflachenschicht eines Matenals^ ab- 
sorbiert. Bevorzugte Pulsenergien sind groBer als etwa 100 Millijoule pro Quadratzentimeter, wobei.di>Pul^ciaue^ kur- 
.zef als etwa 1 Mikrosekunde sind Unter diesen Bedingungen hitzedissoziiert bzw. lost das intensive yV^Lichj di© che- 
mischen Bindungen in der Subsfratoberflache. Die absorbierte UVEnergie ist auf ein solch kleines Volumen des Mate- 
rials konzentriert, daB dieselbe die dissoziierten Fragmente schneli aufheizt und dieselben von der Substratoberflache 
:weg herausschleudert. Da diese Prozesse so.schneU auftreten, besteht keine Zeit fur die Hitze, sich m das umliegende 
Material auszubreiten. Als ein Ergebnis wird die umliegende Region nicht geschmolzen oder auf andere^eise be^cha- 
60 diet, und der Rand der ablation Merkmale kann die Form.des einfallenden optischen Strahls imt einer Prazision m der 
Gri)Benoidnmig von etwa l.Mikrometer oder weniger nachbilden. Die Laserabiation wird typi«^beiweise die J^^^n- 
-dung eines hochenergetischenPhotonenlasers, wiez. B. eines Excimer-Lasers des F2-, ArF-, KrO, KrFoder XeCl-iyp:>, 
aufweisen: Andere UV-LichtqueUen mit im wesentHchen den-selben optischen Wellenlangen und Eneigiedichten konnen 
iedoch ebenfaUs verwendet werden. Die Laserablationstechniken werden beispielsweise von Znotms et a. (1987) Lasen 
65 Focus Electro Optics, auf Seite 54-70, und in den U.S.-Patenten Nt 5,291.226 und 5,305,015, erteilt an Schantz et aL, 

^l^eHemeUungstechnik, die verwendet wird, muB Merkmale mit einer ausreichend hohen Definiertheit Hefem, d. h. 
. Mikrometerskalakomponenten, -kanale, -kammem usw., dwart, daB eine prazise Ausrichtung - *'Mikroausnchtuiig - 
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dieser Merkmale moglich isL Die "Mikroausrichtung" bezieht sich auf die prazise und genaue Ausrichtung der laserab- 
latierten Merkmale und umfaBt die Ausrichtung von kompiementaren Mikrokanalen oder Mikroabteilen zuejnande?; von 
EinlaB' und/oder Auslafitoien zu Mikrosaulen oder Reaktionskammera, von Erfassungseinrichtungen zu Mikrosaulen 
Oder Trennungsabteilen, von Erfassungseinrichtungen zu anderen Erfassungseinrichtungen, von Vorsprungen und zu- 
sammenpassenden Vertiefiingen, von Rillen und.zusammenpassenden Leisten und dergleichen. 5 

Ein weiteres Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung ist auf einen Mikroreaktor gerichtet, wie er in Fig* 4 gezeigt isl, der 
sowohl eine miniaturisierte Saule zum Durchfiihren von Trennungsprozessen, z, B. elektrophoretischen oder chromato- 
graphischen Trennungen, als auch ein Reservoirabteil aufweist, das als eine Reaktionskammer zum Ausfuhren einer oder 
mehrerer chemischer oder biochemischer Reaktionen dient. Die Vorrichtung ist allgemein mit 2 gezeigt und umfaBt ein 
ausgewahltes Substrat 4 mit einer ersten und einer zweiten im wesentlichen planaren Oberflache, die sich gegenuber lie- 10 
gen und mit 6 bzw. 8 angezeigt sind, wobei dieselbe aus einem anderen Material als Silizium oder Siliziumdioxid herge- 
stellt ist Das Material ist vorzugsweise, wie wohl nicht notwendigerweise, UV-absorbierend und laserablatierban In ei- 
ner ersten planaren Oberflache 6 des Substrats 4 ist ein Mikrokanal 10 laserablatiert oder auf andere Weise gebildet, Es 
ist ohne weiteres ericennbar, daB, obwohl der Mikrokanal 10 in einer allgemein erstreckten Form dargestellt ist, die Mi- 
kiokanale, die bei der Ausfuhrung der Erfindung gebildet werden, eine Vielzahi von Konfigurationeri aufsveisen konnen, 15 
wie z. fi. einen geradlinigen, serpentinenformigen, spiraiformigen oder jeglichen kurvigen Weg, der envunscht ist, und 
jegliche AnzahLvoh unterschiedlichen Querschnittformen aufweisen kann, d. h. jegliche einer breiten Vietcahl, yoii Ka- 
nalgeometrien, einschlieBUch halbkreisfbrmig, rechteckig, rhombisch und dergleichen, und die Kanale konhen in einem 
breiten Bereich von Langenverhaltnissen gebildet sein. Zusatzlich konnen zwei oder mehr Mikrokanaie in einem einzi- 
gen Substrat vorhanden sein. Wie es in Fig. 4 angezeigt ist, weist der Mikrokanal 10 ein stromaufwartiges Ende, das mit 20 
12 angezeigt ist, und ein mit 14 angezeigte stromabwartiges Ende auf. 

Die erste planare Oberflache 6 umfaBt femer eine Auf- Vbrrichtung-Reservpireinrichtung 16, die aus einem Hohlraum 
gebildet ist, der in der ersten planaren Oberflache 6 las^ablatiert oder auf andere Weise hergestellt worden ist. Der Hohl- 
raum kann in jeglicher Geometrie und mit einem beliebigen Langenverhaltois, die ledigiich durch die Gesamtdicke des 
Substrates 4 beschrankt sind, gebildet sein, vun eine Reservoireinrichtung mit einem gewiinschten \blumen zu liefem, 25 
Die Reservoireinrichtung kaim verwendet werden, um ein AusgleichsfluBfluid, eine Fluidregelurigsfunkdon oder Rea- 
g^zietl zurn Verbessern der Erfassung oder Trennung von Fliissigprobenbestandteilen zu liefem. Die Reservoireinrich- 
tung kann feaner als eine Reaktionszone dienen, in der chemische oder biochemische Prozesse durchgefuhrt werden sol- 
len. Solche Prozesse umfassen, wie es bereits friiher hierin angemerkt wurde, eine Trennung (z. B . eine chromatograpfai- 
sche, elektrbphoretische oder elektrDchromatographische TVCTinung), Filterungs- und Diagnoseyorgange (unter Veirwen- 30 
dung von beispielsweise einer Hybridisierung oder einer anderen Bindungseinridituiig) und eine chemische oder bioche- 
mische Synthese (z. B. DNA-Vennehrung, wie sie unter V(Mwendung der PGR ausgefuhrt werden kann), sirid aber nicht 
darauf beschr&ikt. Die Reservoiranrichtung 16 bcfindet sich in Fluidkommunikadon mil dem Mikrokanai lO.uber eine 
Ftuidleitungseinrichtung 18; die aus einer Rohrleitung gebildet ist, die in der ersten planaren Oberflache 6 laserablatiert 
oder auf andere Weise hergestellt ist .35 

Eirie Abdeckplatte 20 istiiber der. ersten planaren Oberflache 6 angeordnet und .bildet in Verbindung mit deiri Mikro- 
kanal 10 eine langliche TVennungsmiktoisauie, Femer bildet die A.bdeckplatte 20 in Kombination mit der Reservoirein- 
richtung 16 bildet ein Reservoirabteil (oder es wird, wenn der Reservoireirrichtung als eine Reaktionszone dient, eine 
"Reaktionskammer" auf das.Piaaderen der Abdeckplatte auf das Substrat hin gebildet werden) und auf ahnliche Weise in 
Kombination init der Huidleitungseinrichtung 18 ein Ruidleitungsabteil, das das Reservoirabteil rnit der iVerinupgsim- 40 
krosaule. kommunikativ verbindet Die Abdeckplatte 20 kann iiber der ersten planaren Oberflache .6 befestigbar ausge- 
richtet werden, um eine fliissigkeitsdichte Trennungsmikrpsaule zu bilden, indem Druckabdichtungstechniken, eine ex- 
terne Einrichtung, um die Werkstucke zusammen zu drucken (wie z.B. Klammem, Druckfedem oder.zugeordnete 
Klenmiyorrichtungeh) oder Haftmittel aus Aferbindungspolymeren, Keramiken und dergleichen, die in dertTechnik wohl 
bdcannt sind, verwendet. werdwil .. . . . - : . 45 

Bei eirier speziellra Vorrichtungskonflguration umfaBt die Abdeckplatte 20 eine getrennte Komponente mit einer im 
wesentlichen planaren Oberflache, die in der Lage ist, mit der ersten planaren Oberflache 6 des Substrates 4 eng schnitt- 
stellenmaBig verbimden zu seirl. Bei dner bevorzugten \brrichtung sind das Substrat imd die Abdeckplatte jedoch in ei- 
nem einzigen, flexiblen Substrat gebildet. Bezugnehmend auf Fig* 4 umfaBt das flexible Substrat einen erstenund einen 
- zweiten* Abschnitt, die dem Substrat 4 und der Abdeckplatte 20 entsprechen, wobei jeder Abschnitt eine im wesentlichen 50 
planare Innenoberflache aufweist Der ^ste und der zweite Abschnitt sind durch zumindest eine Falteinrichtung, die all- 
gemein mit 26 angezeigt ist, getrermt, derart, daB die Abschnitte ohne weiteres gefaltet werden kormen, um aufeinander 
aufzuliegen. Die Falteinrichtung 26 kann eine Reihe von voneinander beabstandeten Perforierungen in dem flexiblen 
Substrat, eine Reihe yon voneinander beabstandeten Schlitz-formigen Vertiefungen oder Offnungen, die sich ledigiich 
teil weise durch das flexible Substrat, erstrecken, oder dergleichen umfassen. Die Perforierungen oder Vertiefungen kon- 55 
nen kreisfbrmige, rautenformige, hexagonale oder andere Formen aufweisen, die eine Gelenk- bzw. Knickbildung ent- 
lang einer vorbestimmten geradlinigen Linie fordera. 

Die \^rrichtung 2 von Fig, 4 kann durch Laserablatieren eines Mikrokanales 10, einer Reservoireinrichtung 16 und ei- 
ner Huidleitungseinrichtung 18 in dem Substrat 4 gebildet werden. Eine TrennungsmLkrosaule, ein Reservoirabteil und 
ein Ruidleitungsabteil werden daim voigesehen, indem das flexible Substrat an der Falteinrichtung 26 derart gefaltet 60 
wild, da^ der Abdeckplattenabschnitt 20 den Mikrokanal, das Reservoir und die Fluidleitungseinrichtung einschliefit. 

Bei jeda: der im vorhergehenden beschriebenen \brrichtungen kann die Abdeckplatte 20 femer eine Vielzahi von Off-: 
niingen oder anderen M^ionalen aufweisen, die in dieselbe laserablatiert oder auf andere Weise hergestellt worden sind. 
Insbesondere. kann eine erste OflChung angeordnet sein, um mit dem TVennungsabteil (das durch die Kombination aus 
dem Mikrokanal 10 und der Abdeckplatte 20 gebildet wird) benachbart zu dem stromaufwartigen Ende 12 des Mikroka- 65 
nales 10 kommunikativ verbunden zu sein, um ein Einla6tor22 zu liefem. Das EinlaBtor ermoglicht den Durchtritt eines 
Fluids von einer extemen Quelle in das IVeimungsabteil, wenn die Abdeckplatte 20 uber der ersten planaren Oberflache 6 
angeordnet ist Eine zweite Offhung kaim auf ahnliche Weise angeordnet sein, um mit der Trennungsmikrosaule benach- 
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bah zu dem stromabwartigcQ Bndc 14 des Mikrokanales 10 kommunikativ verbunden zu sein, um ein AuslaBtor 24 zu 
bilden, das den Durchtritt eines Ruides von dem Trennungsabteil in ein«i extemen Aufnahmebehalter ermoglicht, Dem- 
entsprechend erslreckt sich ein RuBweg von einem stromaufwartigen Ende der Tiennungsmikrosaule und verlauft zu ei- 
nem stromabwartigen Ende derselben, wodurch eine Russigphasenanalyse von Proben ausgefuhrt werden kann, indem 
5 Ruide von einer zugeordneten Quelle (nicht gezeigt) durch das EinlaBtor ubertragen, die Ruide durch die TYennungsmi- 
krosaule geleitet werden und ermoglicht wird, daB die Ruide das TVennungsabteil uber das AuslaBtor verlassen. 

Verschiedene Einrichtungen zum Anlegen einer Antriebskraft endang der Lange der TVennungsmikrosaule, wie z. B. 
eine Dnickdifferehz oder ein elektrisches Potential, konnen ohne weiteres bei jeder der im vorhergehenden beschriebe- 
nen Vorrichtungen mit der Saulenvorrichtung uber das Einlafi- und AuslaBtor schnittstellenmaBig verbunden werden. Bei 
10 der Elektibphorese wird ein Spannungsgradient uber den RuBweg von dem EinlaBtor zu dem AuslaBtor angelegt, wo- 
durch bewirkt wird, daB die Komponenten in dem flieBenden Ruid mit unterschiedlich^ Gesch wiridigkeiten flieBen. die 
propordpnal zu der^n Ladungen und/oder Massen sind. Wie es fiir Fachleule auf dem Gebiet oflFensichtiich ist, kann eine 
geeignetc Einrichtung verwendet werden, um einen Spannungsgradienten uber den FiuBweg. anzulegen, 

Bei der speziellen Vorrichtiingskonfiguration von Fig, 4 ermogUcht die Ruidleitungseinrichuing 18 den Durchtritt ei- 
15 nes Ruides von der Reservoiieinrichtung 16 in die Trennungsmikrosaule an einer Position, die im wesentlicheii auf hal- 
bem Weg zwischen dem stromaufwartigen und dem stromabwartigen Ende 12 und 14 deis Mikrokanals 10 liegt; Es wird 
darauf hingewiesen, daB, obwohl die Ruidleitungseinrichtung 18 auf diese Art und Weise dargestellt worden ist, die 
Ruidleituhgseinrichtung angeordnet sein kahn.'um mit dem Trennungsabteil an jeglicher Position zwischen oder an dem 
stromaufwartigen und de^m sUromabwartigen Ende desselben kommunikativ verbunden zu sein. ... 
2b Indem eine Ruidkommunikation zwischen dem Ruidleitungsabteil und der IV^nnungsmikrosaule ermogUcht wird, 
kann wahrend des RuidfluBverlaufes eine Anzahl von trennungs- oder Erfassungsverbesserungsoperationen durchge- 
fiihrt werden. Die Reservoireinrichtung 16 kann beispielsweise verwendet werden, um ein flussiges Reagenz oder einen 
Farbstofif, z. B. einen Rupreszenzindikator, zu Hefem. der in der Lage ist, mit dem AnalysestoflF zu reagieren, um bei- 
spielsweise die ErfaBbarkeit desselben zu verbessem. ,_flUl 

Die Reservoireinrichtung 16 kann verwendef werden, um Reagenzien, wie z. B. orgamsche Zusatze, pberflachenak- 
tive Sfoffe, ibnische \?Wrkstofife bzw. Agenzen, anorganische Wirkstofife oder dergleichen, zu Uefera, die der Trennungs- 
mikrosaule durch einen Anfangsmischschritt hinzugefugt werden konnen. Der chemische oder biochemische ProzeB, der 
in def Reaktionskammer durchgefiihrt wird, kann mit einem IbennungsprozeB (der beispielsweise in einem stromauf- 
wartigen Mikrokanal ausgefiahrt wird, der sich in einer Ruidkommunikation mit der Reaktionskammer befindet) oder ei- 
nem ReiaigungsprozeiB (der beispielsweise in einem stromabwartigea Mikrpkanal. ausgefuhrt wurd, der sich in emer 
Ruidkommunikation thit der Reaktionskammer befindet) vorgenommen werden, wobei in diesem Fall eine Anzahl von 
Reagenzien die die EmpfindUchkeit und die AuflSsung beeinflussen, eingeleitet bzw. eingd)racht werden konnen, ein- 
schUeBUch Pufiferri, Wirkstoffen, die die Losungsionenstarke beeinflussen, Wricstoffen, die die Dieleklrizitatskonstante 
Oder Viskositat verandem, und oberflachenaktiven Stoffen, und zwar entweder ob^halb oder unteAalb.ihrcr tatischen 
35 Mizelikonzentration (CMC; CMC = critical miceliar concentration). Oberflachenaktive StofFe unterhalb der CMC kpn- 
nen mit der Innenoberflache der Trennungsmikrosaule assoziieren und folglich die Selektivitat bzw. die Selekbvwiriaing 
' eines Russigpijasentrennungssystems verandem. Eine mizeUare Bildung aufgrund der Verwendung von pberflach^ak- 
tiven Stoff^ oberhalb der CMC kann als eine pseudog€^ackte Saulenphase bei einem IVennungsmechamsmus dienrai, 
• ■ derak.mizeUareelektrokinetischeKapiUarchromatogr^hieaVIEKC;M^ 
40 tography) bekannt ist. Geeignete oberflachenaktive Stoffe fiir die MEKC umfassen SDS und G£AB. Zusatzlich konnen 
. chir^ Selektoren (z; B. Cyclodextrin, Kronenether oder dergleichen) verwendet werden, um erne verbesserte Trennung 
von bptisch aktiven Sbeaes zu bewidren; . ^ «t^,- V - . 

Eine Aniahi von Piiffertypen konnen von der Reservoireinrichtung 16 gehefert werden, wie z. B. ubhche o^amsche 
Piiffa: (z B Acetat- Oder Citratpufifer). anorganische Puffer (z. B. Phosphat- oder Boratpuffer) oder Good s-Puffer (z. B. 
45 MES AGES MOPS CAPS, HEPES und dergleichen), aber nicht ausschlieBHch diese. Wiricstoffe, die die Losungsio- 
nens^e beeinflussen, wiez. B. neutrale Salze (z..B. NaQ, KQoder Lia), konnen alternativ yon der ^eservoireinnch- 
tunc eeliefert werden; Wuicstoflfe konnen von dem Reservoir femer geUefert werden, um die Dielektnzitatskonstante ei- 
ner iSsunff in dem TVennungsabteil zu beeinflussen. Geeignete Wrkstofife umfassen ubHche organische L^sungsmittel, 
wie z B MeOH EtOH, CTIaCN urid Isopropylalkohol, sind dber nicht darduf begrenzt Ferner k^^ 
50 einrichtung 16eine Anzahl von Wirkstoffen geliefert werden, um die Viskositat der Losung die durch das/Iirennungsab- 
teil fiieBt zu verandem, wie z. B. Metiiylzcllulose, Dextran, Polyacrylamid, Polyethylenglykol oder ^^olyvmylalko^ 
Wirkstoffe die auf diese Art und Weise verw^det werden konnen, um die Oberflachenbenetzbariceit zu veranden^ um- 
fassen neutrale oberflachenaktive Stoffe (JWEEN, BRU oder Alkylglukoside), zwitterionische oberflachenaktive Stoffe 
B CHAPS Oder CHAPSO) und veranderte oberflachenaktive Stoffe (SDS oder CTAB),^ . , . ■ 

55 Die Reservoireinrichtung 16 kann femer verwendet werden, um eine Analyse zu optimieren, indem em eAohter 
Druck an die Trennungsmikrosaule angelegt wird, nachdem ein geloster Stoff begonnen hat, sich 7^ trennen. Insbespn- 
derekann die Reservoireinrichtung verwendet werden, um ein bekanntes Volumen eines Puffers zu der Trennungsrmkro- 
saule an einem Punkt zu Uefem, nachdem eine Trennung begonnen hat, wodurch der Druck, der auf die flussige Probe 

60 diSrlm"^^^^ beschriebenen Vorrichtungen konnen optionale Einrichtungep zum Einbringen eines 

Ruides von einer extemen QueUe in das Reservoirabteil vorgesehen sein. Immer noch be^gnehinend auf die VoKich- 
tung von Fig. 4 ist eine Ruidleitungseinrichtung 28. die eine Rohrleitung umfaBt, die m dem Substrat 4 laserablatiert 
Oder auf andere Weise hergestellt ist, derart dargestellt, daB dieselbe ein erstes Ende 30 aufweist, das sich in Ruidkom- 
munikation mit der Reservoireinrichtung 16 befindet Die RuidleitungseinrichUm^ f'^.^iZnS^ 

65 sich in Ruidkommunikation mit einer Dusen6ffhung 34 befindet. die in der Abdeckplatte 20 gebildet isL Die Dusenoff- 
nung 34 kann beispielsweise eine Oflfaung umfassen. die in die Abdeckplatte 20 kserablatiert oder auf andere Weise her- 
gestellt worden ist. Aitemativ kann die Dusenoffhung in der Abdeckplatte posiUomert sein, um sich in emer d^ekten 
Ruidkommunikation mit dem Reservoirabteil zu befinden. Bei jeder der im vorfiergehenden beschnebenen Konfigura- 
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donen enndglicbt die Dusenoffhung 34 jedoch das schnittstellenmaBige Verbinden einer exiemen FluidqueUe mit dem 
Reservoirabteil, wodurch extern enthaltenc Puffer, Reagenzein oder dercrlei Ruidc in das Reservoirabteil fur einen an- 
schlieBenden DurchtriU in das Trennungsabtal eingebracht werden konnen. Die exteme HuidqueUe kann mit der Dusen- 
offhung durch eine zugeordnete mechanische Ventileinrichtung schnittstellenmaBig verbunden sein; uiii eine umlenkbare 
Ruidverbinduhg zu liefem. Dieses Merkmal ennoglicht, daB eine Vielzahl von Einbringungsyerfahren. oder andercn 
Ruideinbringungseinrichtungen verwendet werden konnen, um Reagenzien oder eine Probe uber die Dusenoffnung 34 
in das Reservoirabteil einzubringen, einschlieBlich der Druckeinspritzung, der hydrodynamischen Einspritzung oder der 
elektrokinetischen Einspritzung. Die exteme Ventil- und Einbringungseinrichtung kann mit der Dusenpfifhung durch 
eine Muffenkopplung mit derselben kommunikativ verbunden sein; jegliches andere geeignete Verbindungsverfahren, 
das in der Tectinik bekannt ist, kann jedoch ebenfalls hierbei verwendet werden. . 

Es wild nun auf Fig. 5 Bezug genommen, in der eine Variation des im vorhergehenden erwahnten Mikroreaktors zeigt, 
und in der die Vorrichtung allgemein mit 52 angezeigt ist, die einen IVagekorper 54 mit einer ersten und einer zweiten 
Komponentenhalfte aufweist, die mit 56 bzw. 58 angezeigt sind. Die erste und die zweite Komponentenhalfte 56 und 58 
weisen jeweils im wcsentlichen planare Iiinenoberfiachen auf, die mit 60 bzw, 62 angezeigt sind, und in denen Merkmale 
mit hoher Definiertheit laserablatiert oder auf andere Weise heigestellt sein konnen. Insbesondere ist eine erste Mikroka- 
nalstruktur 64 in der ersten plianaren Irmenoberfiache 60 laserablatim oder auf andere Weise hergestellt,. wahrend eine 
zweite Mikrokanalstruktur 66 in der zweiten planaren Innenoberfiache 62 laserabladert oder auf andere Weise heigestellt 
ist. Die erste und die zweite Mikrokanalstruktur in dem TVagekorper 54 sind zueinander spiegelbildlich gebildeL Auf 
ahnliche Art und Weise umfaBt die Saulenvorrichtung 52 eine erste und eine zweite Reservoireinrichtung 6S und 70,- die 
aus Hohlraumen gebildet sind, die in der ersten und der zweiten planaren Oberfiache 60 bzw. 62 laserablatiert oder auf 20 
andere Weise hergestellt sind, wobei die Hohlraume spiegelbildlich zueinander gebildet sind. Eine erste und eine zweite 
Ruidleitungseiiirichtung, die mit 72 und 74 angezeigt sind, sind aus Rohrleitungen gebildet, die in der ersten und der 
zweiten planaren Obedlache laserablatiert oder auf andere Weise hergestellt sind, wobei die Rohrleitungen im wesentii- 
chen spiegelbildlich zueinander gebildet sind, Wie es im vorhergehenden beschrieben wurde ennoglicht die Ruidlei- 
tungseinrichtung eine Huidkoinmunikati on zwischen der Reservoireinrichtung und den Mikrokjuis^^ 25 

lie Saulenvorrichtung 52 wird zusammengebaut, indem die erste und die zweite Komponentenhalfte 56 und 58 in ei- 
ner fiach aneinanderliegenden Anordnung ausgerichtet werden (wie z. B. durch Fallen). Die erste und die zweite Kom- 
ponentenhalfte werden unter ^ferwendung von Druckabdichtungstechniken, wie z, B. der Anwendung einer Spannkraft 
Oder unter Verwehdung von Haftmitteln, die in der Ibchnik voU Russigphasentrennungsvorrichtungen wohl bekannt 
sind,„ in einea: befestigbaren Ausrichtung. zueinander. gefaalten.. um fliissigkeitsdichte Tbermungsmilqrpsaulen, Reseryoir- 30 
abteile und Huidleitungsabteile zu bilden. Wie es im vorhergehenden beschrieben wurde, werden die erste und die 
zweite Komponentenhalfte 56 und 58 durch zuinindest eine Falteinrichtung getrennt, die allgemein mit 76 angezeigt ist, 
derart; daB die Halften gefaltet werden konnen, um aufeinander aufzuliegen. Bei besonders bevorzugten \brrichtungeii 
umfaBt die Falteinrichtung 76 eine Reihe von voneinander beabstandeten Perforierungen in deni^Substrat oder vonein- 
ander beabstandeten Schlitz-formigen Vertiefungen oder Ofifriungen, die sich lediglich teilweise durch das Substrat er- 35 
strecken. 

Die Vorrichtung 52 umfaBt femer eine Einrichluhg zum kommunikativen Verbinden zugeordneter extemer Ruidbe- 
haltoeinrichtuhgen (nicht gezeigt) mit der Treimungsmikrosaule (die durch die Ausrichtung der Mikrpkanale 64 und 66 
gebildet ist), uni eine Russigphasentrennungsvorrichtung zu liefem. Insbesondere kann eine Mehrzahl von OflFnungen in 
deim 'IVagek6rper54 laserablatiert oder auf andere Weise hergestellt sein, wobei sich die Offnungen von zumindest einer 40 
AuBenoberflache des Tragekorpers aus erstrecken und mit zumindest einem Mikrokanal kommunikativ verbunden sind, . 
wobei die Of&iungeri deh Durchtdtt eines Ruides durch dieselben ermoglichen. Insbesondere kann ein Einlafltor in der 
zweiten Komponentenhalfte 58 laserablatiert oder auf andere Weise hergestellt sein, um nut einem ersten Ende 78 des 
Mikrokanals 66 kommunikativ verbunden zu sein, Auf die selbe Art und Weise karm ein Auslafitor in der zweiten Kom- 
ponentenhalfte laserablatiert oder auf andere Weise hergestellt sein, um mit einem zweiten Ende 80 des .Mikrokanals 66 4S 
konimunikativ verbunden zu sein, . 

Demehtsprechend erstreckt sich ein RuBweg von dem ersten Ende 78 des Nfikrokanals 66 zu dem zweiten Ende 80 ■ 
desselben. Der RuBweg wird durch Leiten von Ruiden von einer zugeordneten Quelle (nicht gezeigt) durch.das EinlaB- 
tor, Leiten der Ruide durch das TrennungsabteLl, das durch die Ausrichtung der Mikrokanale 64 und 66 gebildet ist, und 
Errnoglichen, daB die Ruide die Trennungsmikrosaule iiber das AiislaBtor verlassen, eingerichtet > . 50 

Optional kann das Ruid auis dem Reservoirabteil durch eine Antriebseinrichtung, wie z. B. einen Betatiger bzw. ein 
SteilgUed Oder dergleichen, entfemt werden. Bezugnehmend auf Fig. 6-8 ist der Mikroreaktor 52 derart dargestellt, daB 
derselbe eine optionale Betatigimgseinrichtung 102 aufweist, die iiber dem Reservoirabteil angeordnet ist, das durch die 
Ausrichtung der ersten und der zweiten Reservoireinrichtung 68 und 70 gebildet ist. Wie es am besten in der Querscfanitt- 
darstellung von Fig. 8 ersichtlich ist, ist das Reservoirabteil optional mit einer diinnen Membran 104 abgedeckt, um eine 55 
Membrantyppumpe zu bilden. Ein erstes passives Einwegmikroventil 106 ist optional in dem Ruidleitungsabteii inte- 
griert, das durch die Ausrichtung der ersten und der zweiten Ruidleitungseinrichtung 72 und 74 gebildet wird, um einen 
RuckfluB eines verdrangten Ruides in das Reservoirabteil zu verfiindem, wobei ein zweites passives Einwegmikroventil 
108 in einer ReservoirbefuUungseinrichtung optional integriert ist, um sicherzustellen, daB das Ruid, das aus dem Re- 
servoirabteil verdrangen wird, zu d«: lirennungsnnkrosaule flieBt. - 60 

Immer noch bezugnehmend auf Fig. 8 ist ein optionaler Gas- oder Riissigkeits-gefiillter Hohlraum 110 unmittelbar 
oberhalb der Membran 104 angeordneL Die Betatigungseinrichtung 102 kann verwendet werden, um durch Durchbiegen 
der Membran 104 eine Ruidverdrangung von dem Reservoirabteil zu bewirken. Insbesondere kann die Betatigungsein- 
richtung 102 wirken, um die Membran 104 direkt durchzubiegen. Dementsprechend kann die Betatigungseinrichtung 
eine piezoelektrische, Kolben-, Solenoid- oder ein anderer *iyp von Membrandurchbiegungsvorrichtung sein. Altemativ 65 
kann die Betatigungseinrichtung eine Heizeinrichtung sein, durch die die Temperatur in dem Hohlraum 110 geregelt 
wird. Die Heizeinrichtung kann eine Heizeinrichtung des Wderstandstyps oder ein beHebiger Typ einer geeigneten 
Heizeinrichtung, die in der Tfechnik bekaimt ist, sein. Auf eine Betatigung hin nimmt die Temperatur der- Heizeinrichtung 
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zu. wcxlurch der Inhalt des Hohlraums 110 aufgeheizt wird, das Volumen dcsselben zuninimt, eine abwats gerichtete 
Durchbiegung der Membran 104 erzeugt witd, und das Ruid an dem Ventil 106 vorbei aus dem Reservoirabteil in die 
Ruidleitungseinrichtung und in die Trennungsmilaosaule verdra^ 

Alteraativ kann sich die Heizeinrichtung 102 in einem thermischen Kontakt mit dem Reservoirabteil selbst befinden. 
5 Bei dieser Konfiguration ninimt, wenn die Heizeinrichtungstemperatur zunimmt, das \blumen des Ruids in dem Reser-. 
voirabteil zu, wcwiurch dasselbe aus dem Reservoirabteil in die TVennungsmikrosauIe verdrangt wird. 

• Weitere Beispiele fiir Pumpvorrichtungeri; die in die vorliegenden \bmchtungen aufgenommen werden konnen, um« 
fassen diejenigen; die nach den Prinzipien des Ultraschailbewirkten TVansports (Moroney et al. (1991) Proc MEM S'9l, 
S. 277) bdcr des elektrohydrodynamisch bewirkten Transports (Richter et al. (1991) Proc MEM S*91, S. 271) arbeiten. 

10 Zusatzlich konnen chemische \fendle verwendet Vi^erden, die aus elektrisch getriebenen Polyelektrolytgelen bestehen 
(Osada (1991) Adv. Materials 3: 107; Osada et. al (1992) Nature 355: 242). 

• Die Verwendung von transparenten Materialien bei den vorliegenden Mikroreaktoren, d. h. ffir das Substrat und vor- 
zugsweise die Abdeckplatte, ermoglicht die Verwendung der Brechunjgsindex- (RI-) Erfiassung, um getrennte interessie- 
r^nde Analysestoffe, die durch die Trennungsmikrosauleh flieBen, zu erfassoi. Eine zugebrdnete Laserdiode, die eine 

15 Strahlung mit einer Wellenlange emittiert, bei der das Vorrichtungsmaterial "transparent"? ist, ermoglicht beispielsweise 
eirien Erfassungsaufbau, bei dem keine zusatzlichen Merkmale in den \forrichtungen vorgeseheni sein- raassen. 

Eine optionaie Erfassungseinrichtung kann bei jedem der vorliegenden Mikroreaktoren einbezogen werden. Insbeson- 
dere auf die Vorrichtung von Fig. 3 bezugnehmend konnen eine oder mehrere Erfassungseinricbtungen in dem Substrat 4 
■ und/oder der Abdec^latte 20 laserablatiert oder auf andere Weise hergestellt sein. Insbesondere wird die Erfassungsein- 
richtung imwesentlichenstroniabwarts bezuglich des stromaufwartigen Endes 12 der Mikrosaule 10 angeordnet sein, 
iimdie Erfassung eineroder mehrerer Komporienten, die in derselben enthalten sind, zu ermogUchen. Es kann beispiels- 
"weise eine Gffhung durch das Substrat 4 voigeseheh sein, imi mit dem Trennungskanal 10 kommunikativ verbunden zu 
sein. Kne eiatsprechende Offtiung kann auf ShnHche Weise in der Abdeckplatte 20 gebHdet sein und so angeordnet sein, 
daB sich dieselbe in einer koaxialeii Aiisrichtung zu der Erf assungsoflfnung in dem Substrat,befindet,.wenn die Abdeck- 
platte an dein Siibstrat befestigtist Bei einem TiennurigsprozeB konnen Elektroden mit der miniaturisierten Saulenvor- 
richtiing uber die betrefifenden entsprechenden OfifniingCT veibunden sein, um getrennte interessierende Analysestoffe, 
die durch das TVenriungsabteil flieBen, durch elektrochemische Erfassungstechniken zu erfassen. Bei einer speziellen 
Voirichtungskonfiguration bilden die koaxial ausgerichteten Gfiftiungen einen optischen Erfassungsweg. der die optische 
Erfassung getrennter Analysestoffe, die durch die TVennungsmikrosaule flieBen, uber die Hansmission einer Strahlung 
30 senkrecht zu der Hauptachse der Trennungsmikrosaule (und dementsprechend senkrecht zu der Richtung des elektroos- 
inotischen Russes bei einer elekdx)phoretischen Trennung) ermoglicht. . . 

Eine breite Vielzahl von zugeordneten optischen Erfassungsvorrichtungen konnen mit den mimatunsierten i>kulen un- 
ter Verwendung der optionaie Erfassungseinrichtungen schnittsteUenmaBig verbunden werden; Folglich kann die Erfas- 

• sung v6n Analysestoffen in Proben,<iie durch das Trennungsabteil flieSen.ohne weiteres uriter Verwendung von UV/Vis- 
35 Ruoi^szenz-, Brechungsindex- (RI-), Raman- und dererlei spektrophotometrischen Techniken ausgefiilKt werden, 

' Femer wird es ohhe weiteres deutlich, daB die Verwendung einer optischen Erfassungseinrichtung mit Oflnungen, die 
in das Substrat Oder die Abdeckplatte ablatio! (oder auf andere Weise hergestellt) sind, eine sehr gute Steuerung uber die 

- . e^kdve optische Erfassungsweglange UeferL Die resultierende Erfassungsweglange ist im^ wcsenthchen gleich der 
' k6mbiriiertenDickedesSubstrats4undderAbdecklatte20. - ' . ' \\^ \ '^ '' u 

40 ■ Wie es im vodiergehenden in der Beschreibungseinleitiing erortert wurde,. ist die PGR erne wohlbekannte und aUge- 
mdhverwCTdeteTechnikauf demGebietder^^ Gebiet werden 

• efk«ineh \iaB die Eroiteriihg der PCR-Verfahi»ri, die hifer geLLefert wird, lediglich veranschauHchend ist und mcht be- 
greniend'sein soli: ^Ene DNA bzw. DNS (Deoxyribonucleic acid = Desoxyribbnucleinsaure) kann durch thenmsches 
Hin^ und Hersteuern eiiier spezieU gebildeten flttssigen Reaktiorismischung gemafi dnem Polymerase-Kettenre^tions- 

45 (PGR-) Protokoll vermehrt werden, das iriehrere Inkubationen bei unterschiedUchen Temp^aturen umfafiL Die Reaku- 
onsmischung besteht aus verschiedenen Komponenten, wie z. B. der DNA, die vermehrt werden soU (dem Ziel) und zu- 

- niiridest zwei OHgbnucleotidprimeren, die auf eine vorbesti^ 

Ziel-DNA komplemeritar zu sein. Die Reaktionsmischung umfafit femer verschiedene Pufier, Enzyme und Desoxynbo 
nucleotidtriphosphate, wie z. B. dATP, dCTP, dGTP und dlTR ^ J • ' • • • u u 

50 Die Realrtion^schung kann ferner Deckwirkstoffe oder oberflachenaktive Stoffe umfassen, um emen Biobewuchs 
durch Modifizieren der Innenoberflachen des Mikioreaktors zu verhindem. Beispiele. solcher Deckwiricstoffe ur^^ 

- ■ Polyethylenoxidtriblockcopolymere, Polyethylengiykole (PEG) mit Molekulargewichten, die .voii etwa 200 bis etwa 
• 80(X) reichen; liatiirliche Polymere. wie z.B, Bovinserumalbomine (BSA) oder andere Anteile, die die gewunschten 

- - Oberflachencharakteristika UefOT, insbesondere diejenigen, die die Sorption von Biomolekulen, wie z. B. Proteinen, re- 

- '^'^DS^oppelstrang-DNA-Molekul wird unter Verwendung von- Hitze in zwei komplementare Einzeistrange denatu- 
riert Die Primere lagem sich dann zu. den Strangen an, wobd die Nucleosidmonophosphatreste m Anwesenheit einer 
thermbstabilen DNA^Polymerase mit den Primeren veri^unden werden, um ein Pirmererweiterungsprotodukt zu erzeu- 
gen Nach der Primererweiterung existieren dpppelt so viele doppelstrangige DNA-Molekiile Dieser ProzeB wird wie- 
derholt, wobei sich die Menge der vorhandenen DNA jedesmal in etwa verdoppelt Dfs &gebms ist eine exponentieUe 
Zunahme der Konzentration der Ziel-DNA, was ais "Vermehrung" bzw.JVerstarkung" ("A^^^ ) der Zie -D^^ 

bekannt ist. Das Verfahren der Poiymerase-Kettenreaktion wild vollstandiger m den U.S.-Pateaten Nr. 4,683.202 und Nr. 

Bd dnem^A^T^^gsbeispiel der Erfindung wird eine Losung mit einem \folumen in dem Bereich von etwa 1 pL bi^s 
500 uL und vorzugsweise 10 |iL bis 200 pL, die die zu vermehrende Probe und geeignete Puffer und Reagenzien en&alt, 
uber jegUches geeignete Verfahren in den Mikroreaktor eingebrachL Das Einbringen der Probe wird unter Verwendung 
iedicher geei^eten Einrichmng, einschiieBUch der elektrokinetischen Einspritzung, der hydrodynancnschen Emspnt- 
zS. der spontanen Fluidverdiangung und decgleichen. erzielt Die spezieUe verwendete Emnchtung wird vor aUem von 
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der Konfiguration des Kanals sowie der Notwendigkeii, ein prazises Probenvolumea einzubringen, abhangen. Wfenn bei- 
-^spielsweise die verwendete Mikiokanalkonfiguration einen zweiten Mikrokanal aufweist, der den ersten oder Haupt-Mi- 
krokanal schneidet, umfaBt, kann der zweite Kanal mit der Probe befullt werden, die durch Anlegeh eines gedgneten 
elektrischen Feldes in den Hauptmikrokanal bewegt wird, 

Sobald das Probenfluid in die Reaktionskammer geleitet worden ist, wird der Mikroreaktor einem.Wanne-ffin-und- 
Her-Steuervorgang unteizogen. Der Therrao-Hin-und-Her-Steuervorgang wird im allgemeinen einen Denaturienings- 
schritt bei etwa"93°C bis etwa 95''C fiir etwa 5 bis 30 Sekunden, einen Entspannungsschritt bei etwa 50*^0 bis etwa 65**C 
fiir 2 bis 20 Sekunden und einen Polymerisationsschritt bei etwa 72°C fur 5 bis 30 Sekunden umfassen. Die Probe wird 
im allgemeinen 30 oder mehr Zyklen ausgesetzt, urn die gewiinschte Vermehrung zu erzeugen. Der Warme-Hin-und- 
Her-Steuervorgang kann durch jegliches geeignete und bequeme Verfahren erzielt werden. Kommerzielle Warme-Hin- 
und-Her-Steuereinrichtungen, wie z. B. der RapidCycler® von Idaho Technologies und der GeneAmp 2400® yon PE- Ap- 
plied Biosystems, sind verfugbar, wobei ein Warme-Hin-und-Her-Steuervorgang femer unter Verwendung einer Peltier; 
platte Oder einer anderen Heizblockvorrichtung durchgefiihrt werden kann. Solche Verfahren und Vorrichtungen sind fiir 
Fachleute auf dem Gebiet wohlbekannt. Altemativ ist ein Warme-Hin-und-Hw-Steuervoigang unter Verwendung einer 
Wolframlampe als cine Infrarotstrahlungsquelle und mit einer Abkiihiung, die durch eine Silenoid-toigesteuerte Quelle 
mit komprimierter Luft bewirkt wird, ein geeignetes Verfahren. 

Nachdem der Warme-Hin-und-Her-Steuervorgang abgeschlossen ist, wird der Mikroreaktor auf eine Tempraratur von 
etwa 4''C abgekuhlt, wobei die vermehrte Probe fur eine anschliefiende Analyse, ProzeBverarbeitung, Behandlung oder 
eine Untersuchung entferat wird. Die Ptobe wird uber das AuslaBtor entfemt und kann dann unter \ferwendung-jeglicher 
geeigneter Technik extrahiert werden. 

Es wird darauf hingewiesen, daB, obwohl die vorfaergehende Beschreibung die bevorzugten Ausfuhrungsbeispiele der 
vorliegenden Erfindung veranschaulicht, der Mikroreaktor gemafi derErfindung verwendet werden kann, um eine andere 
Nucleinsaurevermehrung und/oder andere Reaktionstechniken neben der PGR auszufuhren. Das im vorhergehenden be- 
schriebene Beispiel ist lediglich exemplarisch. Diese Techniken umfassen die Ligasekettenreaktion und die Repara.tur- 
kettenreakdon, wie sie in Abramson et al. (1993) Current Opinion in Biotechnolgoy 4: 41^7 erprtert werden. Die Liga- 
sekettenreaktion wird femer in Barany (1991) PGR Methods and Applications 1:5-16 erortert. Andere Verfahren, fiir die 
die Erfindung verwendet werden kann,. umfassen das 3SR- Verfahren, das in Fahy et al. (1991), PGR Methods and App- 
'lications 1: 25-33 ofiFenbart wird und die Strangversetzungsuntersucfaung (SDA; SDA = Strand Displacement Assay), 
die in Walker et al, (1992) Proc. NatL Acad. Sci, U,Sj\. 89: 392--396 erortert wird^ 

: Alle diese zusatzlichen Ibchniken umfassen Reaktionsndschungen, die Denaturierungs-, Entspannungs- und E|iveit&- 
rungsprpzessen unt«30gen werden. Dieselben unterscheiden sich hauptsachlich lediglich in den spezifisch^ Erwe^te- 
ningsmechaniismen, die bei dem PrimererweiterungsprozeS verwendet werden, bei dem die angiplagerten Oligonucleo- 
tide erweitert werden, um den Zielstrang nachzubilden bzw. zu replizieren. Die Reparaturkettenreaktion und die LGR 
umfassen einen sich wiederholenden Warme-Hin-und-Her-Steuervorgang. Die 3SR- und SDA- Verfahren umfassen ei- 
nen Anfangsdenaturierungsschritt, der durch eine isotherme Inkubation fiir die Entspannungs- und Streckungsprozesse 
gefolgt wird. 

^Vcitere mogliche Anwendungen der im voriieigehenden beschiiebenen Gerate konnen femer die cDNA-Synthese vor 
derPGRL/die Ligation und die Kinase der DNA und anschlieBende Enzymbehandlungen umfassen, bei denen Reagen- 
zienzuisatze Wahrerid der Inkubationen oder des Warme-Hin-und-Her-Steuervorganges erforderlich sein konnen. Folg- 
lich'sihd die Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung Gegenstand von Modifizierung, Variation und Anderung, ohne den 
kbxrekten Schutzbereich der beiliegenden Anspriiche zu verlassen. Dementsprechend sollen alle solche Anderungen, 
Modifizierungea utid Variatidnea, die in den Schutzbereich der beiliegenden Anspruche fallen, umfaBt sein. Alle Patent- . 
anmeldungen, Patente und andere Veroflfentlichungen, die hierin genannt wurden, werden in ilirer Gesamtheit unter Be- 
zugnahme aufgenommen. 

Es wird darauf hingewiesen, daB; obwohl die Erfindung in dem Zusammenhang mit bevorzugten spezifischen Ausfiih- 
rungsbeispielen derselben beschrieben worden ist, die vorhergehende Beschreibung lediglich exemplarisch und nicht 
den Schutzbereich der Erfindung begrenzend sein soil. Andere Aspekte, \forteile und Modifikationen innerhalb des 
Schutzbereiches der Erfindung werden fiir Fachleute auf dem Gebiet, das die, Erfindung betriflft, offenbar sein. 

Alle Patente, Patentamneldungen und VerofiTentlichungen, die hierin erwahnt werden, werden hiermit in ihrer Gesamt- 
heit unter Bezugnahme aufgenommen. 

Ein GraeAmp® EZ rTth RNA PGR Kit® und der GeneAmp® rTth DNA Polymerase & EZ Buffer Pack® (PE- Applied 
Biosystems) wurden bei einem Beispiel 1 verwendet, um ein 308-bp-DNA-Bruchstuck bzw. Fragment unter Verwen- 
dung des Verfahrens der Erfindung zu vermehren, Es wurde zunachst eine Master-Mis chung aus den Reagenzien, die in 
Tabelle 1 aufgelistet sind, praparierl. Alle Reagenzien ausgenommen von Wasser und PEG 8000 wurden von dem Gene- 
Amp® EZ rTth RNA PGR Kit® und dem GeneAmp® rTth DNA Polymerase & EZ Buffer Pack® erhalten. Das PEG 8000 
wurde von Sigma erhalten und war nucleasefi-ei. 

10 pL der Master-Mischung wurde in eine 200-pm-Ihnendurchmesser-12-Zoll- (30-cm-) Kapton®-PolyiniidkapiILa- 
renrohre aufgebracht, die von Microlumen erhalten wurde. 

Die Probe wurde in die Kapillarenrohrenrohrleitung uber eine Kapillarwidamg geladen, wobei die Enden der Kapil- 
larr5hre unter Verwendung eines schneU aushartenden Epoxids abgedichtet wurden. Die Rohre wurde daraufhin in eine 
diinnwandige 0,2-mL-PGR-R6hre eingefiigt, wobei die ganze Einheit in eine Thermo-Hin-und-Her-Steuereinrichtung 
Idaho Technology RapidGycler® plaziert wurde. Die Probe wurde unter Verwendung der folgenden Hin-und-Her-Steu- 
ersequenz einem Warme-Hin-und-Her-Steuervorgang unterzogen. 

1. 10Minutenbei94*'C; 

2. 30 Sekunden bei 94^G; 

3. 15 Sekunden bei 6VC; 

4. 30 Sekunden bei 72°G; 

5. 10 Minuten bei 72**C; und 
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6. gespeichert bis zuf Verweadung bei 4°G» 
Schritte 2-4 wurden in 35 ZykJen wiederholL. 

Das Produkt wurde entfernt und bei 4°C gespeichert. Ein aliquoter Teil von 3.5 des gespeicherten Produktes wurde 
in eine 0,5-niL-Phiale plaziert, wobei 3,5 pL des 2x-Lastpuffers, das 2x SyberGreen I® (Molecular Probes) enthalt, bin- 
zugefugt wurde. Die Losiing wurde bei Dunkelheit 15 Minuten lang bei Zimmertemperatur bebnitet bzw, inkubiert, wo- 
bd eine yermehrung uber Agarosegelelektrophorese unter Verwendung eines 2%-NuSieve-3 : 1-Agarose-GeIs bei 4°C 
untear Verwendung von 70 V fiir 2 Stunden und 45 Minuten bestarkt wurde. 

Tabellel 



Komponente 

Wasser 
PEG 8000 
5X-EZ-Puffer® 
dGTP 
dAtP. 

dCTP 

rTth-bNA-Polynierase . 
Mn(OAc)2-Losung, 25 mM 
Pri mer DM 151 
Primer DM 152 
pAW109-RNA 



Master-Mischung-Reagenzien 

Voiumen (jiL) 

• 19,25 
3.75 
10,0 
1,5 
1,5 
1,5 
1,5 
2,0 
5,0 
1,5 
1,5 
1,0 



Das Verf ahreri, das bei Beispiel 1 verwenciet wurde, wurde 7mal unter Verwendung der PoiyimidkapiUarenrohrleitung, 
die verschiedenen Verfahren der Behandlung unterzogen wurde, und eincr 380-Mm-Innendurchmesser-Polyethylenr6hre 
wiedeiiiolt. Das Produkt, das bei Beispiel 1 erzeugt wurde, und jedes der Produkte; die unter \ferwendung der vorb^an- 
delten Kapillarrohrleituiig und der Polyethylenrohrleitung erhalten wurden, wurde einer Agarosegelelektrophorese unter 
Verwendung eines 2%-NuSieve-3 : 1-Agarose-Gels bei4°G unter. Verwendung von 70 V fur 2 Stunden und 45 Minuten 
• unterzogen; Die Etgebnisse deir Elektrophorese sirid inrFig. 9 dargesteUt. Eine TabeUenaufstellung der Beispiele, der B&- 
handlungai imd der Saulenriumnier in Fig, 9 sind in Tbdjelle 2 dargest^ 



.... Tabelle 2- 

Be.isoieintiinmern. Behandlungen und SauLenhummern von Fig. 9 


. Bel spielnummer 


BehandlungsvrerjEahren 


Sauiennummer 
. voii Fi ig' . - 9 ". 


"1 ' ■ 


Keiries 


• -■ 6 •■■ 


. 2" 


1 Stunde bei 95 "G erhitzt 


4 


. - ■■3 .-: 


2,5 Stunden bei 95?C er- 
.hitzt 


• '. 5 ' 


.4 


gekocht und erhitzt 


7 


• 5, ■ 


gekocht biei EDTA* und er- 
.hitzt ". 


■ 81" 


'6 


.gekocht... 


9 


7 


ge kdcht bei EDTA* 


10 


.8 


Polyethylen-Rohrleitung 


11 



*Ethylendiamintetraesi5igsaure ... 

Das Verf ahren, das in Beispiel 1 beschrieben ist, wurde verwendet, urn "^^r Bovinserumalbomin 
(BSA) in einer 1 mg/mL-Konzentration in der Master-Mischung ansteUe des PEG 8000 DAN zu vennehren. 

Patentanspiuche 

1. VoriichtungzumDurchfuhren einer Polymerase-Kettenreaktion(^^ 
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eiaer Reaktionskammer, die durch zwei oder mehr Innenoberflachen definiert ist; 

einer Einrichtung (27; 47) zum Einbringen von PCR-Reaktionskomponenten in die Kammer, 

ein^ Einrichtung (29; 49) zum Entfemen des PCR-Reaktionsprodukts aus der Kammer; und 

einer Einrichtung zum Steuem der Tbmperatur der Reaktionskammer, . . 

wobei die Vorrichtung aus einem Material heigestellt ist, das unter den Bedingungen, bei denen eine PCR-Reaktion 5 

durchgefuhrt wird, thermisch, chemisch und mechanisch slabil ist, lind wobei dieselbe eine Reaktionskammer ver- 

wendet, die angepaBt ist, um Fluid in dem Bereich von etwa 1 yl his 500 pi zu enthalten. 

2. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, bei der die Reaktionskammer angepaBt ist, um Huid in dem Bereich von etwa 
10 pi bis 200 pi zu enthalten. 

3. Vorrichtung gemaB Anspruch 1 oder 2, bei der das Material ein Polymer ist. _ 10 

4. Vorrichtung gemaB Anspruch 3i bei der das Material bei Ibmperaturen in dem Bereich von 37**C bis 94°C stabil 
isL 

5. Vorrichtung gemaB Anspruch 3 oder 4, bei der das Material eine Glasubeigangstemperatur Tg von zumindest 
etwa lOO^'C aufweist. 

6. VorrichUing gemaB Anspruch 5, bei der das Material eine Glasubeigangstemperatur Tg in deni Bereich von etwa 15 
100**C bis ISO^'C aufweist. 

7; \^rrichtung gemSB einem der Anspruche 2 bis 6, bei der das Material aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus : 
Polyimiden, Polykarbonaten, Polyestem, Polyamiden, Polyethem, Polyurethanen, Polyfiuorokarbonen, Polystyxe- 
nen, Poly(Acrylonitril-Butadien-Styren), Polymethylmethacrylat, Polyolefinen und Copolymeren derselben be- 
stehL -20 
8. Vorrichtung gemaB Anspruch 7, bei der das Material Polyimid isL 

9: Vorrichtung gemaB einem der Anspruche 1 bis 8, bei der das Material derart ist, daB in demselben Merknaale mit 
hoher Definiertheit hergestellt werden konnen. 

10. Vorrichtung gemaB Anspruch 9, bei der die Merkmale Mikrokanale rnit einem Durchmesser yon etwa 1 pm bis 
200 pm aufweisen: 25 

11. Vorrichtung gemaB Anspruch 10, bei der die Merkmale Mikrokanale mit einein Durchmesser ;Yori etwa 10 pm . 
bis 75 pm aufweisen, 

12. \forrichtung gemaB einem der Anspruche 1 bis 11, bei der die Subs tratoberfl ache behandelt ist^ um die thermi- 
sche Stabilitat, die chemische StabiHtat und die Biobewuchsresistenz zu erfaohen, 

13. Vorrichtung gemaB Anspruch 12, bei der die DberflachenbehandlungcUeBildung einer PolyelliylenoM^ 30 
aufweist 

14. Vorrichtung gemSB Anspruch 12, bei der die Oberflachenbehandlung die Bildung einer Schicht aus Boyinseru- ... 
malbomin aufweist - •. 

15. Milororeaktor (31) zum Verinehren von DNA unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion (PGR), mit 
einem Substrat (33) mit einer ersten und einer z weiten im wesentlichen planaren Oberflache, die sich gegeriuber lie- 35 
gen, wobei das Substrat einen Hohlraum und zumindest einen Mikrokanal (39, 41) aufweist, die in der ersten pla> 
naren Oberflache (35) gebildet sind, und wobei der Hohkaum als eine Reaktionszone (37) dient, .die sich in einer . 
Fluidkommunikation rnit jedem Mikrokanal befindet; und 

eiiieri Abdeckplatte (43), die iiber der ersten planaren Oberflache (35) angeordnet ist, wobei die Abdeckplatte in . 
Koinbinadoh mit dem Hohlraum eine Reaktionskammer und mit jedem Mikrokanal eine Mikrosaule. definiert; und 40. 
zumindest einem EmlaBtor (47) und zumindest einem AuslaBtor (49), die direkt .oder indirekt mit. der.Reaktions- . 
kammer kommunikativ verbunden sind, wobei die Tore den Durchtritt eines Fluides von einer extemen Quelle in 
uod durch die Reaktionskammer ermoglichen, wodurch ein FluidfluBweg definiert wird; 

wobei das Substrat (33) und die Abdeckplatte (43) aus einem Material bestehen, das unter deri Bedingungen, die . 
zum Durchfuhren einer PCR-Vermehrung von DNA verwendet werden, stabil und resistent gegen Biobewuqhs ist, 45 

16. Mikroreaktor gem^ Anspruch 15, bei dem das Substratmaterial veiglichen zii einem Substrat, das aus einem . 
' Silizium-enthaitenden Material gebildet ist, eine reduziarte Adsorption von gelosten Stolen liefert .. 

17. Mikroreaktor gemaB Anspruch 15 oder 16, bei dem das Substratmaterial modifiziert.sein kann, um den elek- 
ttoosmotisdien FluB eines fliefienden Fluids, das sich mit demselben in Kontakt befindet, zu vecandem. . . 

18: MkroreaktdrgemaB einemder Anspruche 15 bis 17, bei dem das Substratmaterial ein Polymer ist . 50 

19. Mikroreaktor gemaB Anspruch 18, bei dem das Substratmaterial aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Poly- .. 
imiden, Polykarbonaten, Polyestem, Polyamiden, Polyethem, Polyurethanen, Polyfluorokarbonen, Polystyrenen, 
Poly(Acrylonitril-Butadien-Styren), Polymethyknethacrylat, Polyolefinen und Copolymeren derselben besteht 

20. Mikroreaktor gemaB Anspruch 19, bei dem das Substrat (33) aus Polyimid besteht > . 

2 1 . Mikroreaktor gemaB einem der Anspriicfae 15 bis 20, bei dem die Substratoberfiache behandelt ist, um die ther- 55 
mische Stabilitat, die chemische StabiHtat und die Biobewuchsresistenz weiter zu erhohen. . 

22. Mikroreaktor gemaB Anspmch 21, bei dem die Oberflachenbehandlung die Bildung einer Polyethylenoxid- 
schicht aufweist 

23: Mikroreaktor gemaB Anspruch 21, bei dem die Oberflachenbehandlung die Bildung einer Schicht aus Bovinse- 
rumalbdmin aufweist - . .. . • 60 

24. Mikroreaktor gemaB einem der Anspruche 15 bis 23, der femer einen zusatzlichen Hohlraum aufweist, der in 
der ersten planaren Oberflache (57) gebildet ist und in Kombination mit der Abdeckplatte eine zusatzliche Reaktir 
onskammer zum Durchfuhren einer PCR-Vermehrung von DNA bUdet 

25. Mikroreaktor gemaB einem der Anspruche 15 bis 24, bei dem die Reaktionskammer eine stromaufwartige Re- 
gion, in der ein Fluid eingebracht wird, und eine stromabwartige Region, aus der das Huid austritt, aufweist, und bei 65 
dern der zumindest eine Mikrokanal (39, 41) einen stromaufwartigen Mikrokanal (39), der sich in einer Fluidkom- 
munikation mit der stromaufwartigen Region der Reaktionskammer befindet, und einen stromabwartigen Mikroka-. 
nal (41), der sich in einer Ruidkommunikation nut der stromabwartigen Region der Reaktionskammer befindet. 
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aufweist 

26. Mikroreaktor gemafi Anspruch 25, bei dem der stromaufwartige Mikrokanal (39) in Kombination mit der Ab- 
deckplatte (43) cine stromaufwartige Mikrosaule bildet, und der stromabwartige Mikrokanal (41) in Kombination 
mit der Abdeckplatte (43) eine stromabwartige Mikrosaule bildet. 

27. Mikroreaktor gemaB einem der Anspruche 15 bis 26, der femer eine Antriebseiniichtung aufweist, um ein Ruid 
durch den FluidfluBweg zu bewegen. 

28. Mikroreaktor gemaB Anspruch 27, bei der die Antriebseinrichtung eine Einrichtung zum Anlegen einer Span- 
nungsdifferenz aufweist. 

29. Mikroreaktor gemaB Anspruch 27, bei der die Antriebseinrichtung eine Einrichtung zum Anlegen einer Druck- 
dififerenz aufweist. 

30. Mikroreaktor gemaB einem der Anspruche 16 bis 29, bei der die Reaktionskammer proportioniert ist, um etwa 
1 yl bis 500 \d Fluid zu enthalten. 

31; Mikroreaktor gemaB Anspruch 30, bei der die Reaktionskammer propordoniert ist, um etwa 10 ^1 bis 200 ;il 
Ruid zu enthalten. 

32- Mikroreaktor gemaB einem der Anspruche 15 bis 31, bei dem der zumindest eine Mikrokanal (39, 41) einen 
Durchmesser von 1 jjm bis 200 \xm aufweist, 

33. Mikroreaktor gemaB Anspruch 32, bei dem der zumindest eine Mikrokanal (39, 41) pinen Durchmesser von 

etwa 10 pm bis 75 pm aufweist ■ ' ■ ' ' 

34. Verfahren turn Durchfuhren der Polymerase-Kettenreaktion (PGR), um DNA in einer Probe zu vermehren, mit 

folgenden Schritten: . . 

Eriiitzen der Probe, um die doppelstrangige DNA in eine einzelstrangige DNA zu trennen; 

Abkuhlen der Probe, um eine Hybridisierung von Primeroligonilcleotiden zu der einzelstrangigen DNA zu ermog- 
lichen; 

Replizieren derDNA unter Verwendung einer DNA-Polymerase; und 

Wiederholen der im vorhergehenden erwahnten Schritte, um den gewUnschten Grad.an Vermehrung zu erzielen, 
wobei das Verfahren ferner folgenden Schritt aufweist: 

Durchfuhren der PGR in einem Mikroreaktor^ der aus einem Material besteht, das unter den Bedingungen, bei denen 
' die PCR-Reaktion durchgefiihrt wird, fhermisch, chemisch und mecfaanisch stabil ist, und der eine Reaktionskam- 
mer venyendet, die angepaBt ist^ um etwa 1 pi bis 500 pi Huid zu enthalten. 

35. Verfahren gemaB Anspruch 34, bei dem die Reaktionskammer angepaBt ist um Ruid in dem Bereich von etwa 
10 pi bis 200 pi zu enthalten. 

36. . Verfahren gemSB Anspruch 34 Oder 35, bei dem das Material ein Polymer ist. 

37. Verfahr^ gemaB einem der Anspruche 34 bis 36, bei dem das Material bei Ifemperaturen in dem Bereich von 
etwa"37°C bis 94°C staijil ist- 

38. Verfahren gemaB einem der Anspruche 34 bis 37, bei dem das Material eine Glasubergangstemperatur Tg von 
zumindest etwa lOO^^C aufweist 

39. Verfahren gemaB Anspruch: 38, bei dem das Material eine Glasubergangstemperatur Tg m dem Bereich von 
etwa 100°C bis 150°C aufweist : • ; : . / ^ 

40 Verfahren gemaB einem der Anspruche 35 bis 39, bei dem das Material aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus 
Poiyimiden, Polykarbonaten, Polyestem,'Polyaiiiiden, Polyethem, Polyurethanen, Polyfluorokarbpnen, Polystyre- 

• n«i^ Poly(Acrylonitril-^Butadien-Styien), Polymethylmethacrylat, Polyolefinen und. Copplymeren derselben be- 
"steht<^>^ ir'-y-..- : ^ • , •.. \ - . ■ ■ . ■■ - ■■ ■ : ■ 

41 Veffahr«i gemaB Anspruch 40, bei dem Material Polyimid ist 

42; Verfahrwi geinaB einem der Anspruche 34 bis 41, bei dena^ das Material derart i§t daB in demselben Merkmale 

mithoherDefinierth^thergesteiltwerdenkonnen. . . ' 

.43: Verfahren gemaB Ajispnich 42, bei dem die Merkmale Mikrokanale mit einem Durchmesser von etwa 1 pm bis 

200 lini aufweisenJ ■ . . • ' 

44: Verfahren gemaB Anspruch 43, bei deiii die Merkmale Mikrokanale mit emem Durchmesser von etwa 10pm 

bis 75 pm aufweisen. j- i_ 

45. Verfahren gemaB einem der Anspruche 34 bis 44, bei dem die Substratoberfiache behandelt ist um die thermi- 
scheStabiHtat,diechemischeStabiUtatuDddieBiQbewuchsresistenzzu.erh6hen. . u 

46. Verfahren gemaB Anspruch 45, bei dem die Oberflachenbehandlung die Bildung einer Polyethyleooxidschicht 

47f^Verfahren gemaB Anspruch 45, bei dem die Oberflachenbehandlung die Bildung einer Schicht aus Bovinseru- 

malbbmin aufweist . ; . . t, • t7 i 

48 Verfahren zum Vermehren der Menge eines interessierenden DNA-Molekuls, das m emem klemen Volumen ei- 

nes Probenfluids entiialten ist^ unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion, wobei das Verfahren folgende 

Schritte aufweist: . tmvt a Wi i i - i - ^ i 

(a) Einbringen von bis zu etwa 10 pi eines Probenfluids, das das mteressierende DNA-Molekul m doppel- 
strSngiger Form, dn erstes und ein zweites Primermolekul, das zu entgegengesetzten Strangen des DNA-Mo- 
. lekuls kbmplementar ist eine thermostabile DNA-Polymerase, freie Desoxynucleosidtriphosphate und emen 
PCR-Pufifer enthalt in einen Mikroreaktor; wobei der Mikroreaktor folgende Merkmale aufweist 
ein Substtat (33) mit einer ersten und einer zweiten im wesentiichen planaren Oberflache, die sich gegenuber 
liegen, wobei das Substrat (33) einen Hohlraum aufweist dei in der ersten planaren Qberflache gebildet ist 
und wobei der Hohkaumals eine Reaktionszone (37) dient , - ^. a.__, i i 

eine Abdeckplatte (43), die uber der ersten planaren Oberflache (35) angeordnet ist wobei die Abdeckplatte 
(43) in Kombination mit dem Hohlraum eine Reaktionskammer definiert und 

zumindest einem EinlaBtor (47) und zumindest einem AuslaBtor (49). die sich in einer Ruidkommumkation 
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mil der Reaktionskammer befinden, wobei die Tore den Durchtritt eines Probenfluids von einer extemen 
Quelle in und durch die Reaktionskammer ermoglichen, wodurch cin RuidfluBweg definiert wird, . 
wobei das Substrat (33) und die Abdeckplatte (43) aus einem Material bestehen, das theraiisch stabil und resi- 
stent gegen Biobewuchs ist; 

(b) Anlegen einer Antriebskraft an die Vonichtung, um das Probenfluid entlang des FluBweges in die Reaku- 

onskammer zu bewegen; • , 

(c) Erhitzen des Probenfluids in der Reaktionskammer, um die doppelstrangige DNA in eine einzelstrangige 
DNA zu trennen; 

(d) Abkiihlen der Piobe, um eine Hybridisierung der Primermolekule zu entgegengesetzten Strangen der ein- 
zelstrangigen DNA und eine Replikation der einzelstrangigen DNA durch die DNA-Polymerase zu ermogli- 
chen; und 

(e) Wiederholen der Schritte (c) und (d), um den gewiinschten Grad an Vermehning zu erzieien. 

49. Das Verfahren gemaB Anspruch 48, bei dem das Substratmaterial modifiziert sein kann, um den elektroosmo- 
tischen FluB eines flieBenden Fluids, das sich in Kontakt mit demseiben befindet, zu verandem. 

50. Verfahren gemaB Anspruch 49, bei dem das Substratmaterial ein Polymer ist. 

51. Verfahren gemaB Anspruch 50, bei dem das Material aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Polyimiden, Poly- 
karbonaten, Polyestem, Polyamiden, Polyethem, Polyurethanen, Polyfluorokarbonen, Polystyrenen, Poly(Acrylo- 
nitril-ButacMen-Styren). Polymethylmethacrylat, Polyolefinen und Copolymeren derselben bestehL 

52; Verfahren gemaB Anspruch 5 1, bei dem das Substrat aus Polyimid besteht. 

53. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 48 bis 52, bei dem die Substratoberflache behandelt ist, um die thermi- 
sche StabiUtat, die chemische StabiUtat und die Biobewuchsresistenz weiter zu erhohen. 

54. Verfahren gemaB Anspruch 53, bei dem die Oberflachenbehandlung die Bildung einer Polyethylenoxidschicht 
aufweisL 

55. Verfahren gemaB Anspruch 53, bei der die Oberflachenbehandlung die Bildung einer Schicht aus Boyinseru- 
malboinin aufweist. 

56. ' Verfahren gemaB einem der Anspriiche 48 bis 55, bei dem die Vorrichtung femer einen zusatzlichen Hohkaum 
aufweist, der in der ersten planaren Oberflache gebildet ist und in Kombination mit der Abdeckplatte eine zusatzli- 
che PCR-Reaktionskammer bildet. ^ . 

57. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 48 bis 56, bei dem die Antriebseinrichtung eineEinrichtung zum Anle- 
gea einer Spannungsdifferenz aufweist 

58. Verfahren geinaB einem der Anspriiche 48 bis 56, bei dem die Antriebseinrichtung eine Einrichtung zum Anle- 
gen einer Druckdiiferenz aufweist. 

59. Verfahren zum Vermehren der Menge eines interessierenden DNA-MolekOls, das in einem kleinen \bluinen ei- 
nes Probenfluids enthalten ist, unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion, wobei das Verfahren folgende 
ScKritte aufweist: 

(a) Einbringen von bis zu etwa 10 eines Probenfluids, das das interessierende DNA-Molekul in doppel- 
strangiger Form, ein erstes und ein zweites Primermolekul, die zu entgegengesetzten Strangen des DNA-Mo- 
lekuls komplementar sind, eine thermostabile DNA-Polymerase, freie Desoxynucleosidtriphosphate und einen 
PCR^Puffer enthalt, in einen Mikroreaktor, wobei der Mikroreaktor folgende Merionale aufweist: 

ein Substrat (33) mit einer ersten und einer zweiten im wesentlichen planaren Oberflache, die sich gegeniiber 
Hegen, wobei in der ersten planaren Oberflache des Substrates (33) ein Hohkaum und zumindest ein Mikrpka- 
nal (39, 41) gebildet sind, und wobei der Hohlraum als eine Reaktionszone (37) dient, die sich in einer Ruid- . 
kommunikation mit jedem Mikrokanal (39, 41) befindet, . 

eine Abdeckplatte (43), die uber der ersten planaren Oberflache (35) angeordnet ist, wobei die Abdeckplatte 
(43) in Kombination mit dem Hohlraum eine Reaktionskammer und rait jedem Mikrokanal (39, 41) eine Mi- 
krosaule deflniert, und 

zumindest ein EinlaBtor (47) und zumindest ein AuslaBtor (49), die mit der Reaktionskammer direkt oder in- 
€iirekt konmiunikativ verbunden sind, wobei die Tbre (47, 49) den Durchtritt eines Probenfluids von einer ex- 
ternen (Juelle in und durch die Reaktionskammer ermoglichen, wodurch ein FluidfluBweg definiert wird, 
wobei das Substrat (33) lind die Abdeckplatte (43) aus einem Material bestehen, das themMsch stabil und resi- 
stent gegen Biobewuchs ist; 

(b) Anlegen einer Antriebskraft an die Vorrichtung, um das Probenfluid entlang des FluBweges in die Reakti- 
onskammer zu bewegen; 

(c) Erhitzen des Probenfluids in der Reaktionskammer um die doppelstrangige DNA in eine einzelstrangige 
DNA zu trennen; 

. (d) Abkiihlen der Probe, um eine Hybridisierung der Primermolekiile zu entgegengesetzten Strangen der ein- 
zelstrangigen DNA und eine Replilcation der einzelstrangigen DNA durch die DNA-Polymerase zu ermogli- 
chen; uhd 

(e) Wlederholen der Schritte (c) und (d), um den gewiinschten Grad an Vermehrung zu erzieien. 

60. Verfahren gemaB Anspruch 59, das femer das Sammeln des Reaktionsproduktes an dem AuslaBtor aufweist. 

Hierzu 4 Seite(n) Zeichnungen 
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RapidCycler-E2~RNA-PCR-Vergleich an verschiedenen Polyimi- 
drbhrieitungsbehandlungen (alle enthalteh 7,5% PEG8000 wahread 
der PGR) 
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